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ACSF keinotekoinen aivo-selkäydinneste (artificial cerebro-spinal fluid)
AMPA amino-3-hydroksi-5-metyyli-4-isoksatsolipropionaatti, aivojen
toimintaa kiihdyttävä välittäjäaine
AMPA-reseptori glutamaatilla aktivoituva ionikanavareseptori
BDNF aivoperäinen hermokasvutekijä (brain-derived neurotrophic factor)
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LTD synapsin voimakkuuden pitkäkestoinen heikentyminen (long-term
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LTP synapsin voimakkuuden pitkäkestoinen voimistuminen (long-term
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potentiation)
mEPSC Eksitoiva postsynaptinen pienoisvirta (miniature excitatory
postsynaptic current). Yhden hermoliitosrakoon vapautuneen
välittäjäainevesikkelin aiheuttama virta hermoliitoksen jälkeisessä
solussa.
Mg2+ magnesiumioni
mIPSC inhiboiva postsynaptinen pienoisvirta (miniature inhibitory
postsynaptic current)
Na+ natriumioni
NMDA N-metyyli-D-asparagiinihappo, NMDA-kananvan selektiivinen antagonisti
NMDA-reseptori Jänniteriippuvainen ionikanavareseptori, joka aktivoituu glutamaatilla.
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o/n yön yli kestävä käsittely (over night)
P Syntymän jälkeinen päivä (postnatal day). P0 on syntymäaika.
PiTX pikrotoksiini, GABAA-reseptorikloridikanavan kilpailematon antagonisti
TrkB Trk-perheeseen kuuluva reseptorityrosiinikinaasi (tropomyosin
receptor kinase B)
TTX Tetrodotoksiini. Voimakas hermomyrkky, joka sitoutuu hermosolujen
jänniteherkkiin natriumkanaviin ja estää aktiopotentiaalit.
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1 Johdanto
Nykykäsityksen mukaan aivojen hermoverkkojen ominaisuudet muuttuvat läpi
elämän. Niitä muovaavat sekä kehitys, oppiminen ja muistijälkien syntyminen että
mahdolliset tautitilat ja vauriot. Oppimisen, muistijälkien syntymisen ja kehityk-
senaikaisen synapsien hienosäädön uskotaan perustuvan hebbiläisille aktiivisuus-
peräisille muutoksille hermosolujen välisten synapsien voimakkuuksissa (Zhang
ja Poo, 2001; Malinow ja Malenka, 2002; Huupponen ym., 2013). Hermoverkon
toimintaa tasapainottaa homeostaattinen muovatuvuus, joka säilyttää aktiivisuus-
peräisten muutosten informaatiosisällön ja pitää hermoverkon aktiivisuuden toi-
minnallisissa rajoissa (Davis ja Bezprozvanny, 2001; Pozo ja Goda, 2010). Kehi-
tyksen aikana hermoverkon rakenteen muuttuessa homeostaattinen muovautuvuu-
den uskotaan olevan erityisen tärkeässä asemassa (Huupponen ym., 2007).
Hermoverkon synaptisen verkkoaktiivisuuden hiljentämisen tetrodotoksiinilla (TTX)
tiedetään aiheuttavan homeostaattisia, synaptiseksi skaalaukseksi kutsuttuja muu-
toksia synapsien voimakkuuksissa (Turrigiano ym., 1998). Vastasyntyneen ro-
tan hippokampusleikkeillä tehtyjen kokeiden mukaan glutamaattivälitteiset sy-
napsit reagoivat nopeasti synaptisen verkkoaktiivisuuden hiljentämiseen, mikä nä-
kyy kompensatorisena muutoksena eksitoivissa postsynaptisissa pienoisvirroissa
eli mEPSC-vasteissa (Lauri ym., 2003; Huupponen ym., 2007).
Hermokasvutekijät ovat tärkeitä signalointimolekyylejä hermoverkon kehityksen
aikana. Ne signaloivat tyrosiinikinaasi(Trk)reseptorien kautta säädellenmuunmuas-
sa hermosolujen selviytymistä, viejä- ja tuojahaarakkeiden kasvua sekä synapsien
voimakkuutta ja muovautuvuutta (Huang ja Reichardt, 2003). TrkB-reseptorin
kautta signaloiva BDNF on glutamaattivälitteisten synapsien muodostumiselle ja
vakaudelle olennainen hermokasvutekijä, jota vapautetaan neuroneissa aktiivisuu-
desta riippuvaisesti (Balkowiec ja Katz, 2002; Carvalho ym., 2008). Kehittyvän
hermoverkon aktiivisuus on tyypillisesti spontaania eli sisäsyntyistä sähköistä ak-
tiivisuutta, joka on olennaista hermoverkon synapsien kehityksenaikaiselle hieno-
säädölle (Zhang ja Poo, 2001). Hermokasvutekijöiden tiedetään vaikuttavan sy-
naptiseen muovautuvuuteen, mutta niiden signalointireittien ja eri kehitysvaiheis-
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sa ja solutyypeissä aiheuttamien muutosten tutkiminen on yhä kesken (McAllister
ym., 1999; Poo, 2001; Sallert ym., 2009).
Tutkielman tarkoituksena on selvittää, miten TrkB-reseptorin kautta tapahtuvan
signaloinnin salpaaminen vaikuttaa glutamaattivälitteisten synapsien mEPSC-ak-
tiivisuuteen ja homeostaattiseen säätelyyn vastasyntyneiden hiirten hippokampus-
leikkeiden CA3-alueella. Työssä on käytetty TrkBF616A-kannan hiiriä, joiden TrkB-
reseptoria on muokattu niin, että se voidaan salvata lääkeaineella. Työn aluksi
selvitettiin yön yli kestävän kontrolliolosuhteissa tehdyn inkubaation vaikutus-
ta hippokampusleikkeisiin C57BL/6-villityypin verrokkihiirillä sekä TrkBF616A-
kannan hiirillä. TrkBF616A-kannan hiirten hippokampuksesta tehtyjä leikkeitä in-
kuboitiin TTX:n ja TrkB-reseptorin salpaavassa lääkeaineen (1NMPP1) kanssa
15-20 tuntia. 1NMPP1:n mahdollisia epäspesifisiä vaikutuksia tutkittiin myös vil-
lityypin hiirten leikkeiden 1NMPP1-inkubaatiolla. Kaikista käsittelyryhmistä mi-
tattiin spontaanisti vapautuvien välittäjäainevesikkelien aiheuttamia mEPSC-vas-
teita solunsisäisellä laikkulukitusmenetelmällä CA3-alueen pyramidisoluista.
Tutkimuksen tulosten perusteella jatkuva TrkB-signalointi on merkittävä tekijä
AMPA-reseptorivälitteisen synaptisen viestinnän ylläpidossa hippokampuksen CA3-
alueella varhaiskehityksen aikana TrkBF616A-kannan hiirillä. Saatujen tulostenmu-
kaan TrkB-signaloinnin pitkäkestoinen estäminen laskee mEPSC-vasteiden ampli-
tudia kehittyvässä hippokampuksessa. TrkB-signalointi vaikuttaisi myös olevan
edellytys verkkoaktiivisuusdeprivaationaikaansaamalle homeostaattiselle vasteel-
le. Huomattavaa kuitenkin on, että saatujen tulosten perusteella TrkBF616A-kannan
hiiret poikkeavat villityypin hiiristä kontrolliolosuhteissa ja 1NMPP1:lla voi olla
aiemmin tuntemattomia epäspesifisiä vaikutuksia, joten laajemmat jatkotutkimuk-
set ovat tarpeen tulosten vahvistamiseksi.
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1.1 Hippokampuksen synaptinen transmissio, yhteydet ja ke-
hitys
1.1.1 Kehittyvän hippokampuksen nopea synaptinen glutamaattivälitteinen
transmissio
Hermosolujen välisessä synaptisessa signaloinnissa hermoimpulssi kulkee kemial-
lisesti välittäjäaineiden välityksellä solusta toiseen. Tätä kutsutaan synaptiseksi
transmissioksi, jonka pääpiirteet Kandel ym. (2000, s. 182) kuvaavat seuraavas-
ti: presynaptiseen soluun saapuu aktiopotentiaali, jonka seurauksena kalsiumia
(Ca2+) virtaa sisään soluun jänniteherkkien kalsiumkanavien kautta. Kalsiumpi-
toisuuden nousun vuoksi välittäjäainetta sisältävät vesikkelit fuusioituvat presy-
naptiseen solukalvoon ja välittäjäainetta vapautuu synapsirakoon. Hermovälittä-
jäaineet diffuntoituvat synapsiraon ylitse ja sitoutuvat välittäjäainereseptoreihin
postsynaptisessa päätteessä. Hermovälittäjäaineet voivat vaikuttaa joko suoraan
tai epäsuorasti postsynaptisen solun ionivirtoihin. Impulssien summautuminen voi
johtaa uuden aktiopotentiaalin syntyyn.
Välittäjäainereseptorit voidaan jakaa vaikutustapansa mukaan kahteen ryhmään:
ligandivälitteisiin eli ionotrooppisiin reseptoreihin ja g-proteiinivälitteisiin meta-
botrooppisiin reseptoreihin. Välittäjäaineen sitoutuminen saa ionotrooppisessa re-
septorissa aikaan konformaatiomuutoksen, jonka seurauksena ionikanava avautuu
ja ionit virtaavat solukalvon yli, mikä voi johtaa solukalvon jännitemuutokseen.
Välittäjäaineen sitoutuminen metabotrooppiseen reseptoriin puolestaan aiheuttaa
toisiolähettituotantoa, joka voi säädellä eri tavoin nopean synaptisen transmission
tehokkuutta ja voimakkuutta. Toisiolähettien aktivoimien proteiinikinaasien kaut-
ta myös metabotrooppisten kanavien aktivaatio voi johtaa ionikanavien avautu-
miseen tai sulkeutumiseen. Ionotrooppisten reseptorien vaikutus on nopea, kun
taas metabotroobbisten reseptorien vaikutus on hitaampi ja toisiolähettivälitteinen
(Kandel ym., 2000, s. 251).
Hippokampuksen nopea eksitoiva hermoviestintä perustuu ligandivälitteisiin io-
notroopiisin glutamaattireseptoreihin, joita ovat amino-3-hydroksi-5-metyyli-4-
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isoksatsolipropionaatti-reseptorit (AMPA), N-metyyli-D-asparagiinihapporesep-
torit (NMDA) ja kainaattireseptorit (Ozawa ym., 1998). Ionotrooppiset glutamaat-
tireseptorit ovat tetrameerisia glutamaatilla aktivoituvia kationikanavia. AMPA-
reseptorit välittävät suurimman osan nopeasta eksitoivasta hermoviestinnästä. Ne
koostuvat heterotetrameerisista yhdistelmistä GluA1-A4-alayksikköjä (Hollmann
ja Heinemann, 1994). Aikuisessa hippokampuksessa AMPA-reseptorit koostuvat
joko GluR1- ja GluR2-alayksiköistä tai GluR2- ja GluR3-alayksiköistä (Went-
hold ym., 1996). Kehittyvässä hippokampuksessa tuotetaan GluR4-alayksikköä,
joka muodostaa reseptorin GluR2-alayksiköiden kanssa (Zhu ym., 2000). AMPA-
reseptoreja kuljetetaan jatkuvasti tarkkaan säädellysti synapsin ja sen ulkopuoli-
sen alueen välillä: niitä lisätään hermopäätteelle solusisäisestä reseptorivarastos-
ta, niitä poistetaan aktiivisesti solukalvolta ja ne liikkuvat solukalvolla (Triller ja
Choquet, 2008).
Kaikki ionotrooppiset glutamaattireseptorit läpäisevät natriumia (Na+) ja kaliumia
(K+), mutta NMDA-reseptorit läpäisevät myös kalsiumia. Muiden ionotrooppis-
ten glutamaattireseptorien kalsiumläpäisevyys riippuu niiden alayksikkökoostu-
muksesta ja lähetti-RNA:n silmukoinnista. NMDA-reseptorit tarvitsevat aktivoi-
tuakseen yhtäaikaisen glutamaattivapautuksen ja solukalvon depolarisaation, sil-
lä sen ionikanavan salpaa jännitteestä riippuvaisesti magnesiumioni (Ozawa ym.,
1998).
Eksitoivien synaptisten yhteyksien ajatellaan sisältävän aluksi pääosin toimin-
nallisia NMDA-reseptoreja, mutta ei toiminnallisia AMPA-rseptoreja. Synapsia,
jossa pystytään havaitsemaan NMDA-vaste, mutta ei AMPA-vastetta, kutsutaan
hiljaiseksi synapsiksi, sillä ne eivät välitä glutamaattivälitteistä transmissiota so-
lukalvon ollessa lepojännitteessä (Zhu ym., 2000; Malinow ja Malenka, 2002).
Ilmiö voi johtua NMDA-reseptorien AMPA-reseptoreja aikaisemmasta ekspres-
siosta, mutta sille on ehdotettu myös useita muita selityksiä. Eräät teoriat perus-
tuvat NMDA-kanavien korkeampaan affiniteettiin glutamaatille ja glutamaatin al-
haiseen konsetraatioon synapsiraossa, jolloin presynaptisen päätteen epätäydelli-
nen toiminta, kuten glutamaattivesikkelien epätäydellinen fuusio presynaptisella
puolella tai glutamaatin diffuntoituminen synapsiin viereisistä synapseista, voi-
si johtaa hiljaisten synapsien esiitymiseen (Kerchner ja Nicoll, 2008). AMPA-
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reseptorivälitteinen transmissio on synaptisten yhteyksien kehittyessä epävakaata
ja erityisen altista aktiivisuudesta riippuvaisille muutoksille (Hanse ym., 2009).
Kainaattireseptorien tiedetään säätelevän hermoverkon kehityksen aikana gluta-
maatin vapautustodennäköisyyttä (Lauri ym., 2006; Sallert ym., 2009). Hermo-
verkon aikuistuttua kainaattireseptorien tiedetään osallistuvan synaptisen trans-
mission muovaamiseen sekä pre- että postsynaptisesti (Lerma ja Marques, 2013).
1.1.2 Synapsien spontaani välittäjäainevapautus
Välittäjäainevapautusta tapahtuu myös spontaanisti, ilman aktiopotentiaaleja. Kos-
ka yksittäisen vapautuneen välittäjäainevesikkelin oletetaan sisältävän aina sama
määrä hermovälittäjäainetta, synaptisen voimakkuuden1 mittana käytetään ylei-
sesti spontaanisti vapautuneiden vesikkelien aiheuttamaa postsynaptista vastetta.
Spontaanisti vapautuneiden välittäjäainevesikkelien aiheuttamat virrat jaetaan vai-
kutuksensa ja välittäjäaineensa mukaan eksitoiviksi ja inhiboiviksi postsynapti-
siksi pienoisvirroiksi (mEPSC, mIPSC) (Clements ja Bekkers, 1997). mEPSC-
vasteiden toiminnallinen rooli on liitetty muun muassa tuojahaarakkeiden raken-
teen säilyttämiseenAMPA-reseptorien aktivoimisen kautta (McKinney ym., 1999).
AMPA-reseptorivälitteistä synaptista toimintaa tutkittaessa voidaan synapsien voi-
makkuuden mittana käyttää AMPA-reseptorivälitteisiä mEPSC-vasteita. Muutok-
set mEPSC-vasteiden amplitudin keskiarvossa heijastavat muutoksia postsynapti-
sissa glutamaattireseptoreissa tai presynaptisessa glutamaatinmäärässä per vapau-
tettu välittäjäainevesikeli. Muutokset mEPSC-vasteiden välisen ajan keskiarvos-
sa ovat yhteydessä välittäjäaineen vapautustodennäköisyyteen tai toiminnallisten
synapsien määrään. Käytännön laboratoriokokeissa mEPSC-vasteiden mittausta
1Synapsin voimakkuudella tarkoitetaan presynaptiselta puolelta saapuvan aktiopotentiaalin ai-
heuttamaa postsynaptisen solun kalvojännitemuutosta (Zhang ja Linden, 2003). Se määrittyy yh-
dessä välittäjäainevesikkelien vapautustodennäköisyyden sekä yksittäisen vapautetun välittäjäai-
nevesikkelin aiheuttaman vasteen suuruuden perusteella (Murthy ym., 2001). Välittäjäaineen va-
pautustodennäköisyydellä tarkoitaan todennäköisyyttä sille, että presynaptisen päätteen välittäjä-
ainevesikkeli vapauttaa välittäjäainetta synapsirakoon. Yleensä tämä tapahtuu aktiopotentiaalin
seurauksena. Levossa vapautustodennäköisyys on pieni, mutta koska spontaania välittäjäaineva-
pautusta silti tapahtuu, se ei ole nolla.
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varten aktiopotentiaaliriippuvainen aktiivisuus estetään salpaamalla jänniteherkät
natriumkanavat TTX:lla (esim. Turrigiano ym., 1998).
1.1.3 Kehittyvän hippokampuksen yhteydet ja erityispiirteet
Hippokampus on molemmissa aivolohkoissa ohimolohkon sisäosassa sijaitseva
kaareva selvärajainen muodostelma. Hippokampus on osa hippokampaalista muo-
dostelmaa, johon kuuluu pykäläpoimu (dentate gyrus), hippokampus, subiculum,
presubiculum ja parasubiculum sekä entorinaalinen aivokuori. Hippokampuksen
rakenne on kerroksittainen: sekä soomat että hermosyyt ovat selkeissä kerroksissa.
Tämän tutkimuksen kohteena oleva CA3-alue vastaanottaa yhteyksiä sekä entori-
naalisesta kuorikerroksesta perforanttirataa pitkin että pykäläpoimun jyvässoluis-
ta sammalsäikeiden kautta. CA3-alueen pyramidisolut vastaanottavat yhteyksiä
myös toisilta CA3-alueen pyramidisoluilta. Näitä kutsutaan palautuviksi yhteyk-
siksi (recurrent connections) (Shepherd, 2003, s. 424). Mainitut hippokampuksen
alueet ja yhteydet on esitetty piirroksena kuvassa 1.
Hermoverkkojen perusrakenne määräytyy geneettisesti, minkä jälkeen synaptiset
yhteydet hienosäätyvät ensin sisäsyntyisen, myöhemmin aisti- ja kokemuspoh-
jaisen aktiivisuuden myötä (Katz ja Shatz, 1996; Feller, 1999; Zhu ym., 2000;
Ben-Ari, 2001). Jyrsijän hippokampuksessa esiintyy aikuismaisesta aktiivisuu-
desta poikkeavaa spontaania sisäsyntyistä aktiopotentiaalien lauontaa ja samanai-
kaisia korkeataajuuksisia verkkoaktiivisuusryöppjä muutaman ensimmäisen elin-
viikon aikana, jolloin myös synaptisten yhteyksien muodostuminen on voimakas-
ta (kuva 2, kohta A).
Vastasyntyneen jyrsijän hippokampuksen synapsit ovat ensin hiljaisia, jonka jäl-
keen γ-aminovoihappo- eli GABA-välitteiset synapsit muodostuvat ennen toimin-
nallisia glutamaattivälitteisiä synapseja (Tyzio ym., 1999). Aikuisessa keskusher-
mostossa inhiboivat GABA-välitteiset vasteet ovat varhaisen kehityksen aikaan
depolarisoivia korkean solunsisäisen kloridipitoisuuden vuoksi. Vasteet muuttu-
vat depolarisoivista hyperpolarisoiviksi kun kohdehermosolu on saavuttanut tie-
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Kuva 1: Piirroskuva hippokampuksen sijainnista ja pituusakseliin nähden kohtisuoraan
leikatusta hippokampusleikkeestä. Leikkeestä ilmenevät hippokampuksen tärkeimmät alu-
eet ja perusyhteydet. DG: pykäläpoimu (dentate gyrus). CA1, CA3: hippokampuksen cor-
nu ammonis- alueet. S: subiculum. pp: perforanttiradan (perforant path) säikeet entori-
naalisesta kuorikerroksesta. mf: jyvässolujen sammalsäikeet (mossy fibres). sc: Schafferin
kollateraalit CA3-alueelta CA1-alueelle. Kuva piirretty Shepherdin (2003, s. 418) poh-
jalta.
tyn kypsymisen asteen ja muodostanut riittävän määrän glutamaattivälitteisiä sy-
napseja (kuva 2, kohta B) (Ben-Ari, 2001).
Nykykäsityksen mukaan hermoverkon kehityksenaikainen spontaani verkkoaktii-
visuus hienosäätää synaptisia yhteyksiä heikentämällä tai vahvistamalla niitä sy-
napsispesifisesti, samalla kun homeostaattiset mekanismismit tasapainottavat pro-
sessia (Lämsä, 2000; Ben-Ari, 2001; Zhang ja Poo, 2001; Lauri ym., 2003; Tur-
rigiano ja Nelson, 2004; Pozo ja Goda, 2010). Kehityksen aikana spontaanin her-
moverkkoaktiivisuuden aktiivisuusryöppyjen uskotaan vaikuttavan glutamaattivä-
litteisten synapsien toiminnalliseksi muuttumiseen hippokampuksen CA3-CA1-
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Kuva 2: Rotan hippokampuksen kehityksen pääpiirteitä. (A) Hippokampuksen hermoso-
lujen synapsien voimakkaan muodostumisen kausi alkaa syntymän aikoihin, joka on mer-
kitty kuvaan nuolella. Samaan aikaan tuojahaarakkeet ja niiden okaset kasvavat voimak-
kaasti. Kahden ensimmäisen syntymänjälkeisen viikon aikana suurin osa hermoverkon
aktiivisuudesta on spontaania kehittyvän hermoverkon aktiivisuutta. Toisen ja kolman-
nen viikon aikana hippokampuksessa alkaa esiintyä aikuismaista synaptista aktiivisuut-
ta sekä muistiin ja oppimiseen liittyviä toimintoja. (B) Hippokampuksen pyramidisolut
vastaanottavat aluksi vain GABA-välitteisiä syötteitä. Glutamaattivälitteiset syötteet tule-
vat mukaan hieman myöhemmin. Kaikki synaptiset yhteydet ovat depolarisoivia GABAn
depolarisoidessa kehittyviä neuroneja. Hermoverkon lauonta on lähes kokonaan yhtäai-
kaista ja spontaania, kunnes GABAn vaikutus muuttuu hyperpolarisoivaksi. Kuva piirretty
Ben-Arin (2001) pohjalta.
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synapseissa (Huupponen ym., 2013).
1.2 Synapsien muovautuvuus
1.2.1 Hebbiläinen ja homeostaattinen muovautuvuus
Synaptisella muovautuvuudella tarkoitetaan synapsien kykyä muuttua esimerkiksi
kehityksen, vaurion tai aktiivisuusmuutoksen myötä (Morris ym., 1990). Synap-
sien yhtäaikaiseen aktiivisuuteen perustuvaa muovautuvuutta kutsutaan hebbiläi-
seksi muovautuvuudeksi. Tämä Donald Hebbin vuonna 1949 kuvailema nopea,
assosiatiivinen ja paikallinen muovautuvuus on mahdollisesti assosiatiivisen op-
pimisen pohjana. Teorian ydin on kiteytetty lauseeseen "cells that fire together,
wire together" eli hermosolujen yhtäaikainen aktivoituminen johtaa niiden väli-
sen synaptisen yhteyden voimistumiseen.
Vuonna 1973 Bliss ja Lømo osoittivat Hebbin teorian mukaisen säätelymeka-
nismin, synapsien voimakkuuden pitkäkestoisen voimistumisen (LTP, long-term
potentiation) olemassaolon (Bliss ja Lømo, 1973). Myöhemmin löydettiin myös
vaikutukseltaan vastakkainen mekanismi, synapsien voimakkuuden pitkäkestoi-
nen heikentyminen (LTD, long-term depression) (Dudek ja Bear, 1992). Koska
lyhytaikainen korkea- tai matalataajuuksinen stimulointi johtaa tunteja kestävään
muutokseen impulssinkulun voimakkuudessa, arvellaan näiden mekanismien liit-
tyvän oppimiseen. LTP:n ja LTD:n merkitystä oppimisessa, kehityksessä ja muis-
tijälkien synnyssä ei ole aukottomasti todistettu, mutta in vivo -olosuhteissa tehdyt
havainnot osoittavat, että hermosolujen yhteyksien voimakkuuksissa voi tapahtua
pitkäkestoisia aktiivisuudesta riippuvaisia muutoksia fysiologisissa olosuhteissa
(Malenka ja Bear, 2004).
Pian LTP:n ja LTD:n löytämisen jälkeen huomattiin, että niiden kaltaiset meka-
nismit eivät voi olla ainoita hermosolujen aktiivisuuden säätelijöitä. Rajoittamat-
tomana LTP voisi johtaa tilanteeseen, jossa LTP:n voimistama synapsi jatkaisi
voimistumistaan rajoituksetta positiivisen takaisinkytkennän kautta. Samalla post-
synaptinen solu olisi useammin depolarisoituneena, jolloin solulle tulevat heikot
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yhteydet voimistuisivat LTP:n kautta ilman ulkoista ärsykettä (Turrigiano, 2008).
Hebbiläiset mekanismit eivät myöskään välttämättä johda hermoverkkojen kehi-
tykselle ominaiseen synapsien väliseen kilpailuun ilman tasapainottavia mekanis-
meja (Miller, 1996).
Ongelmaa voidaan havainnollistaa yksinkertaistetulla kaavakuvalla, jossa hermo-
solut ovat kerroksittain yhteydessä toisiinsa myötäkytkennöin (kuva 3). Jokaisen
kerroksen aktiivisuus on riippuvaista edellisen kerroksen aktiivisuudesta. Jos vah-
vistus on jokaisella solukerroksella liian suurta tai liian pientä, hermoimpulssien
sisältämä informaatio menetetään ylemmillä hermosolukerroksilla (Turrigiano ja
Nelson, 2004). Normaalisti näin ei kuitenkaan tapahdu, sillä homeostaattiset me-
kanismit ylläpitävät hermosolujen ja hermoverkon toiminnallista tilaa. Nämä me-
kanismit tasapainottavat hermosolun aktiivisuutta esimerkiksi silloin, kun synap-
sien määrän muuttuminen hermoverkon kehityksen aikana saa aikaan muutoksia
solun aktiopotentiaalien laukomisherkkyydessä (Turrigiano, 2008).
1.2.2 Synapsien homeostaattinen muovautuvuus ja sen merkitys kehitty-
vässä hippokampuksessa
Aktiopotentiaalit saavat alkunsa, kun synaptisen toiminnan aikaansaamat jännite-
muutokset summautuvat viejähaarakkeen tyvessä ja viereisessä hermosolun run-
gon kalvossa. Tämän vuoksi hermoverkkojen ärtyvyyttä voidaan muuttaa sääte-
lemällä hermosolun solukalvon sisään- ja ulospäin suuntautuvien jänniteriippu-
vaisten kanavien virtojen keskinäistä tasapainoa (Desai ym., 1999; Zhang ja Lin-
den, 2003). Toinen tapa säädellä hermoverkkojen aktiivisuustasoa on synaptisten
ominaisuuksien säätely. Tätä voidaan tehdä muokkaamalla muun muassa eksitoi-
vien ja inhiboivien synapsien ominaisuuksia ja voimakkuuksien suhteita (Turri-
giano ym., 1998; Burrone ym., 2002; Maffei ym., 2004; Gonzalez-Islas ja Wen-
ner, 2006) tai säätelemällä synapsien määrää (Kirov ym., 1999; Wierenga ym.,
2006).
Synaptista homeostaattista säätelyä havaittiin aluksi kokeissa, joissa hermosolu-























Kuva 3: Myötäkytkennän ja vakauden ongelma hermoverkoissa. (A) Yksinkertaistettu ku-
va myötäkytkentäisestä verkostosta, jossa on viisi kerrosta hermosoluja. Siniaallon muo-
toinen syöte aiheuttaa harmaana merkityssä solussa kohtien (B) ja (C) mukaiset aktiivi-
suusvasteet kullakin solukerroksella. (B) Jos jokaiseen aktiopotentiaaliin vastataan seu-
raavassa kerroksessa useammalla kuin yhdellä aktiopotentiaalilla, syötteen informaatio
lopulta katoaa kaikkien ylempien tasojen solujen laukoessa alkuperäisestä syötteestä riip-
pumatta. (C) Jos taas jokaiseen aktiopotentiaaliin vastataan tuottamalla harvempi kuin
yksi aktiopotentiaali, signaali heikentyy ja lopulta katoaa. Kuva piirretty Turrigianon ja
Nelsonin (2004) pohjalta.
ym., 1998; O’Brien ym., 1998). Jos hermoimpulssien laukomistasoa nostetaan tai
lasketaan useiksi tunneiksi normaalin aktiivisuustason ylä- tai alapuolelle, solut
kykenevät kompensoimaan muutoksen ja palaamaan kohti alkuperäistä aktiivi-
suustasoaan. Säätelyssä hermosolujen synapsien keskinäiset voimasuhteet näyttä-
vät säilyvän, joten ilmiötä kutsutaan synaptiseksi skaalaukseksi.
Aluksi homeostaattisen säätelyn ajateltiin olevan hermosolukohtaista. Keskeise-
nä ajatuksena oli, että hermosolun on kyettävä pitämään synapsiensa aktiivisuus
tietyllä toiminnallisella tasolla, vaikka kehitykselliset muutokset ja kokemukset
muuttaisivat synapsien määrää, kokoa ja voimakkuutta (Davis ja Bezprozvanny,
2001; Turrigiano ja Nelson, 2004). Jotta homeostaattinen säätely olisi mahdol-
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lista, on hermosolujen jollakin tavalla aistittava aktiivisuustasonsa, mahdollisesti
integroitava se jollakin aikavälillä ja verrattava todellista aktiivisuustasoaan jon-
kinlaiseen vertailuarvoon (Turrigiano, 2007). Myöhempien tutkimusten pohjalta
on ehdotettu, että homeostaattinen säätely on aina synapsikohtaista, jolloin her-
mosolutasolla havaittu säätely olisi vain sen erikoistapaus (Moulder ym., 2006;
Hou ym., 2008).
Homeostaattista säätelyä tapahtuu vasteena sekä hermoverkon aktiivisuuden vä-
henemiseen että lisääntymiseen (Turrigiano ym., 1998; O’Brien ym., 1998; Murt-
hy ym., 2001; Müller ja Davis, 2012). Synaptisen homeostaattisen säätelyn pää-
piirteet on esitetty yksinkertaistetusti kuvassa 4.
Hieman syntymän jälkeen jyrsijän hippokampuksessa sekä GABA- että gluta-
maattivälitteiset synapsit reagoivat nopeasti homeostaattisin säätelymekanismein
verkkoaktiivisuuden hiljentämiseen (Lauri ym., 2003; Colin-Le Brun ym., 2004).
P3-P4-ikäisillä rotilla synaptisen verkkoaktiivisuuden hiljentäminen TTX:lla saa
aikaan mEPSC-vasteiden amplitudin kasvun ja niiden välisen ajan lyhenemisen
(Lauri ym., 2003; Huupponen ym., 2007). Huupponen ym. (2007) ovat hiljattain
todenneet, että nuorempi hermoverkko vastaa aktiivisuuden muutoksiin kehitty-
neempää hermoverkkoa herkemmin. Tämä nopea tasapainottava vaste verkkoak-
tiivisuuden hiljentämiselle näyttäisi olevan yhteydessä voimakkaan rakenteellisen
kehityksen ajanjaksoon, jonka aikana glutamaattivälitteiset yhteydet ovat harvassa
ja niiden säätely on nopeaa.
1.3 TrkB-signaloinnin merkitys synapsien muovautuvuudessa
Homeostaattisen säätelyn molekyylitason mekanismit eivät ole edelleenkään täy-
sin selviä. Signalointiin liittyviä molekyylejä tunnetaan usealla solun toiminnan
tasolla, kuten transkriptiossa ja translaatiossa, hermokasvutekijävälitteisessä sig-
naloinnissa ja solujen toisiinsa tarttumiseen liittyvissä signalointireiteissä (Pozo ja
Goda, 2010). Esimerkiksi synaptisen signaloinnin voimistamiseen johtavan vies-
tiketjun aloitukseen on liitetty useita molekyylejä, kuten sytokiineihin kuuluva so-
lujenvälinen viestimolekyyli tuumorinekroositekijä alfa (TNF-α) (Rabinowitch ja
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Kuva 4: Yksinkertaistettu kaavakuva synapsien homeostaattisesta muovautuvuudesta ek-
sitoivassa synapsissa. (A) Hermoverkon perustila ja synapsivälitteinen impulssinkulku.
Presynaptinen solu vapauttaa välittäjäainevesikkeleistä välittäjäainetta, joka sitoutuu
postsynaptisen solun välittäjäainereseptoreihin ja saa aikaan vasteen synapsin jälkeises-
sä solussa. (B) Vähentynyttä hermoverkon aktiivisuutta kompensoidaan presynaptises-
sa solussa lisäämällä vesikkelien kierrätystä, lisäämällä vapautettavissa olevien vesikke-
lien määrää ja kasvattamalla niiden vapautustodennäköisyyttä. Postsynaptisessa solussa
siirretään reseptoreja synapsin ulkopuolisilta alueilta synapsiin ja solunsisäisestä resep-
torivarastosta solukalvolle. (C) Lisääntynyttä hermoverkon aktiivisuutta kompensoidaan
presynaptisessa solussa vähentämällä välittäjäainevesikkelien vapautustodennäköisyyttä
ja postsynaptisessa solussa vähentämällä reseptorien määrää. Kuva piirretty Pozon ja
Godan (2010) pohjalta.
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Segev, 2008) ja aivoperäinen hermokasvutekijä (BDNF, brain-derived neurotrop-
hic factor) (Rutherford ym., 1998).
1.3.1 Neurotrofiinit
Hermokasvutekijät ovat sytokiineihin kuuluva ryhmä proteiineja, jotka vaikuttavat
hermosolujen solusykliin, kasvuun, erilaistumiseen ja eloonjääntiin. Hermokas-
vutekijöihin kuuluviin neurotrofiineihin kuuluvat hermokasvutekijä (NGF, nerve
growth factor), aivoperäinen hermokasvutekijä (BDNF), neurotrofiini-3 (NT-3) ja
neutotrofiini-4 (NT-4, toiselta nimeltään neurotrofiini 4/5) (Kandel ym., 2000, s.
1055). Hermokasvutekijät ovat välttämättömiä oikeiden hermoyhteyksien muo-
dostumiselle kehityksen aikana. Esimerkiksi BDNF:n uskotaan kehityksen aikana
vaikuttavan glutamaattivälitteisten synapsien muodostukseen ja pre- ja postsynap-
tisten rakenteiden ja toiminnan säätelyyn (Carvalho ym., 2008).
1.3.2 Trk-reseptorit
Kaikki neurotrofiinit sitoutuvat reseptorityrosiinikinaaseihin, jotka tunnetaan Trk-
reseptoreina. Näitä on yksinkertaistettuna kolmea eri tyyppiä: TrkA, TrkB ja TrkC.
TrkA on NGF:n, TrkB on BDNF:n, NT-4:n ja vähäisessä määrin NT-3:n ja TrkC
on NT-3:n reseptori. Kaikki neurotrofiinit sitoutuvat myös reseptoriin nimeltä p75N TR.
p75N TR säätelee muun muassa solukuolemaa, viejähaarakkeiden kasvua sekä neu-
rotrofiinien Trk-reseptoreihin sitoutumisen herkkyyttä ja spesifisyyttä. p75N TR-
reseptorin läsnäolo esimerkiksi vähentää NT3:n ja NT4:n kykyä aktivoida TrkB-
reseptori (Huang ja Reichardt, 2003).
Neurotrofiinien Trk-reseptoreihin sitoutumisen spesifisyys riippuu myös lähetti-
RNA:n vaihtoehtoisesta silmukoinnista: esimerkiksi yksi TrkB-reseptorin isofor-
mimuoto voidaan aktivoida vain BDNF:llä, mutta toinen muoto aktivoituu myös
NT-4:llä ja NT-3:lla (Huang ja Reichardt, 2003). Vaihtoehtoisen silmukoinnen ta-
kia TrkB-reseptorilla on ainakin kolme eri isoformimuotoa, joista yksi on täysi-
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mittainen reseptori, jolla on solunsisäinen kinaasikatalyyttidomeeni, mutta kah-
delta muulta muodolta tämä domeeni puuttuu (Bothwell, 1995).
Isoformimuotoja ekspressoidaan eri tavoin kehityksen aikana ja ne vaikuttavat
todennäköisesti eri tavoin (Bothwell, 1995). TrkB-reseptoria on löydetty synap-
sinmuodostukseen osallistuvista rakenteista kortikaalisissa glutamaattivälitteisis-
sä hermosoluissa, ja 3 viikon iässä rottien korteksin glutamaattivälitteiset synapsit
sisältävät sekä lyhyempää että pidempää TrkB-reseptorin isoformimuotoa (Go-
mes ym., 2006). Nuoren ja aikuisen rotan hippokampuksen CA1-alueella TrkB-
reseptoreja on glutamaattivälitteisissä pyramidisoluissa viejähaarakkeiden synap-
sipäätteissä ja tuojahaarakkeiden okasissa, minkä perusteella TrkB-signaloinnilla
voi olla sekä pre- että postsynaptisia vaikutuksia (Drake ym., 1999; Gomes ym.,
2006).
Trk-reseptorien signalointireittejä on tutkittu eniten TrkA-reseptorilla, mutta ne
ovat yleisluonteeltaan samankaltaisia kaikilla Trk-reseptoreilla (Bothwell, 1995).
Huang ja Reichardt (2003) esittelevät neurotofiinien tunnetuimmat Trk-reseptorivä-
litteiset signalointireitit. Neurotrofiinit sitoutuvat Trk-reseptoriin dimeereinä ja
johtavat vuorostaan Trk-reseptorien dimerisaatioon. Tämä aiheuttaa Trk-reseptorin
sytoplasmisten tyrosiinitähteiden autofosforylaation. Solunsisäinen signalointi ta-
pahtuu näiden fosforyloitujen tyrosiinitähteiden kautta, jotka muodostavat tunnis-
tussekvenssin SH2-domeeneille. SH2-domeeneita on monentyyppisissä solupro-
teiineissa (esimerkiksi Shc ja Grb2). SH2-domeenien kautta Trk-reseptorit johta-
vat pienten Ras-G-proteiinien aktivaatioon, jotka vuorostaan laukaisevat mikro-
tubuluksiin liittyvän MAP-proteiinin kinaasikaskadin. Trk-proteiinien aktivaatio
fosforyloi myös eräiden muiden signalointiproteiinien tyrosiinitähteitä. Tärkein
näistä on fosfolipaasi Cγ (PLCγ), joka aloittaa fosfatidyyli-inositolikaskadin sekä
insuliinireseptorisubstraatti (IRS), joka johtaa fosfatidyyli-inositoli-3-kinaasikas-
kaadin aktivoitumiseen. Trk-välitteiset signalointireitit vaikuttavat geenien ilme-
nemiseen, hermosolujen eloonjäämiseen ja hermosolujen haarakkeiden kasvuun.
Trk-reseptorille tunnusomaiset rakenteelliset domeenit on esitetty kuvassa 5.
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Kuva 5: Trk-tyrosiinikinaasireseptorin rakenne. Kuvassa on esitetty solun ulkopuolinen
neurotrofiinia sitova domeeni ja solunsisäinen tyrosiinikinaasidomeeni. Kuvassa hermo-
kasvutekijädimeeri sitoutuu Trk-reseptoridimeeriin. Reseptorin dimerisaatio aiheuttaa re-
septorin tyrosiinitähteiden (Y) autofosforylaation. Kuva piirretty Nestlerin (2009, s. 216)
pohjalta.
1.3.3 BDNF:n vaikutus aivojen kehitykseen ja muovautuvuuteen
BDNF on hermokasvutekijä, joka signaloi TrkB-reseptorin välityksellä. Sen usko-
taan vaikuttavan monella tapaa sekä aivojen kehitykseen että hebbiläiseen muo-
vautuvuuteen, sillä sen vaikutukset riippuvat tutkitun hermoverkon synaptisista
yhteyksistä ja hermosolujen kehitysasteesta (Poo, 2001; Tyler ym., 2002; Carval-
ho ym., 2008). BDNF vaikuttaa kehityksen aikana eksitoivien synapsien muodos-
tumiseen ja vakauteen sekä pre- että postsynaptisten mekanismien kautta (Car-
valho ym., 2008). Kehityksen aikana BDNF voi olla olennainen osa synapsien
aikuistumisprosessia (Sallert ym., 2009; Clarke ym., 2014). BDNF:n vaikutus on
myös aktiivisuusriippuvaista, sillä synaptinen aktiivisuus lisää BDNF:n eritystä
sekä TrkB-reseptorien määrää solukalvolla (Du ym., 2000; Poo, 2001; Nagappan
ja Lu, 2005). Lisäksi BDNF:n on todettu vahvistavan aktiivisuudesta riippuvai-
sesti hippokampuksen glutamaattivälitteisiä synapseja (Nagappan ja Lu, 2005).
BDNF on yhdistetty myös hermoverkon eksitoivien ja inhiboivien yhteyksien ho-
meostaattiseen säätelyyn (Rutherford ym., 1998).
Hermokasvutekijöiden ja Trk-signaloinnin tutkiminen on haasteellista. Useim-
mat mutaatiot, joissa hermokasvutekijöitä tai Trk-reseptoreja on muokattu toimi-
mattomiksi aiheuttavat ennen syntymää kuolevan fenotyypin. 1NMPP1 (1-(1,1-
dimetyylietyyli)-3-1-naftalenyylimetyyli)-1H-pyratsolo[3,4-d]pyrimidiini-4-amii-
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ni) on kinaasisalpaaja, joka inhiboi selektiivisesti TrkB-signalointia TrkBF616A-
hiirikannassa (Chen ym., 2005). TrkBF616A-kannan hiirillä on mutaatio fenyliinia-
laniini 616:ssa TrkB-reseptorin ATP:n kiinnittymistaskussa.Mutaation seuraukse-
na TrkB-reseptorin voi salvata yleisluontoisilla kinaasisalpaajilla, kuten 1NMPP1:llä
(Bishop ym., 2000). Tätä muuntogeenistä hiirikantaa on käytetty sekä in vitro-
että in vivo -kokeissa ligandiriippuvaisen TrkB-reseptoriaktiivisuuden salpaami-
seksi (Chen ym., 2005; Huang ym., 2008). Menetelmä on tehokas, tarkka ja no-
pea verrattuna muihin tunnettuihinmenetelmiin, mutaation ole todettu vaikuttavan
TrkBF616A-kannan hiirten fysiologiaan tai käytökseen ilman 1NMPP1-käsittelyä
eikä 1NMPP1:n tiedetä vaikuttavan villityypin hiiriin (Chen ym., 2005).
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2 Työn tarkoitus
Tässä tutkielmassa selvitetään TrkB-signaloinnin vaikutusta kehittyvän hippokam-
puksen CA3-alueen glutamaattivälitteisten yhteyksien säätelyyn P4-P5-ikäisissä
hiirissä. Työssä keskitytään erityisesti seuraaviin kysymyksiin:
1) Onko TrkBF616A-kannan ja villityypin hiirten kehittyvän hippokampuksen
CA3-alueen glutamaattivälitteisessä mEPSC-aktiivisuudessa eroa?
Molemmista hiirikannoista mitattiin kontrolliolosuhteissa sekä akuuttien että yön
yli inkubotujen leikkeiden mEPSC-vasteita. Työn ensimmäisessä vaiheessa tutkit-
tiin poikkeavatko TrkBF616A-kannan ja villityypin hiirten aivoleikkeissä suoritetut
mEPSC-mittaukset toisistaan.
2) Miten synaptisen verkkoaktiivisuuden hiljentäminen vaikuttaa kehittyvän
hippokampuksen CA3-alueen glutamaattivälitteisen mEPSC-aktiivisuuteen
TrkBF616A-kannan hiirillä?
Aikaisempien kokeiden mukaan TTX:lla aikaansaatu synaptisen verkkoaktiivi-
suuden hiljentäminen aiheuttaa homeostaattista synapsien voimakkuuden säätelyä
kehittyvässä hippokampuksessa (esim. Lauri ym., 2003; Huupponen ym., 2007).
Työssä selvitettiin tapahtuuko vastaavaa säätelyä TrkBF616A-kannan hiirillä.
3) Miten pitkäkestoinen TrkB-signaloinnin estäminen vaikuttaa kehittyvän
hippokampuksen CA3-alueen glutamaattivälitteiseenmEPSC-aktiivisuuteen?
TrkB-reseptorivälitteinen signalointi on liitetty monella tavoin hippokampuksen
glutamaattivälitteisten synapsien kehitykseen (Carvalho ym., 2008). Onmyös viit-
teitä, että se vaikuttaa homeostaattisen säätelyn signalointiin (Rutherford ym.,
1998). Työssä tutkittiin TrkBF616A-hiirikannassa TrkB-signaloinnin estämisen vai-
kutusta kehittyvän hermoverkon glutamaattivälitteisiin mEPSC-vasteisiin. Työssä
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suoritettiin myös yhtäaikainen TrkB-signaloinnin salpaaminen ja verkkoaktiivi-
suuden hiljentäminen, jotta nähtäisiin onko TrkB-signaloinnilla yhteyttä homeos-
taattiseen säätelyyn.
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Kuva 6: Tutkimusasetelmat. Kaikista leikkeistä tehtiin sähköfysiologisia mEPSC-
vastemittauksia. (A) Akuutit eli viimeistään 7 tuntia leikkeiden teon jälkeen suoritetut mit-
taukset tehtiin P4-P5-ikäisten villityypin ja TrkBF616A-kannan hiirten hippokampusleik-
keistä. (B) Villityypin hiiristä tehtiin kontrolli-inkubaation lisäksi inkubaatio 1NMPP1:n
kanssa. TrkBF616A-hiiristä tehtiin neljä erilaista inkubaatiota: kontrollikäsittely, TTX-
käsittely, yhtäaikainen 1NMPP1- ja TTX-käsittely sekä 1NMPP1-käsittely. Kaikki inku-
baatiot kestivät 15-20 tuntia.
24
3 Materiaalit ja menetelmät
3.1 Koe-eläimet
Tutkimuksessa käytettiin P4-P5-ikäisiä muuntogeenisiä TrkBF616A-hiiriä ja verok-
keina C57BL/6-kannan villityypin hiiriä (Chen ym., 2005). Muuntogeeniset hiiret
toimitti tutkimusryhmälle Tri David Ginty (Johns Hopkins University, Baltimore,
Maryland). Eläinten käsittely ja kudospreparointi suoritettiin EU-lainsäädännön
ja Helsingin yliopiston eläinkoelautakunnan hyväksymin menetelmin.
3.2 Hippokampusleikkeiden valmistus
Hiiret dekapitoitiin ilman anestesiaa ja pää leikattiin halki pituussuunnassa. Toi-
sistaan irroitetut kallonpuolikkaat asetettiin välittömästi jääkylmään preparointi-
liuokseen (liuokset: katso taulukko 1), jossa oli korkea Mg2+-pitoisuus ja hiili-
dioksidi-happikuplitus (95%O2 ja 5% CO2). Aivonpuoliskot irroitettiin spaattelil-
la preparointilioksessa kallonpuoliskoista, jonka jälkeen pikkuaivot ja hajukäämit
leikattiin irti. Aivopuoliskot liimattiin pikaliimalla (etyylisyanoakrylaatti, Scotch)
kiinni leikkausalustaan aivokuoren puoli ylöspäin. Leikkausalusta siirettiin jäillä
viilennettyyn leikkausaltaaseen, joka sisälsi jääkylmää preparointinestettä ja jos-
sa oli hiilidioksidi-happikuplitus. Aivopuoliskoista leikattiin vibratomilla (Vibra-
tome Series 1000, Technical products Inc., Yhdysvallat) sagittaalitasossa 400 µm
paksuja leikkeitä, jotka siirrettiin huoneenlämpöiseen leikeliuokseen (100 ml stan-
dardiliuos ja 200 µl1M MgSO4). Aivoleikkeistä preparoitiin nopeasti irti leikeliu-
oksessa hippokampus ja osa aivokuorta. Leikkeet siirrettiin tunniksi toipumaan
huoneenlämpöistä leikeliuosta sisältävään leikkeidensäilytysdekkaan happi-hiili-
dioksidikuplituksen kera. Akuuttien mEPSC-mittauksien teko aloitettiin tunnin
toipumisajan jälkeen ja niitä tehtiin noin kuuden tunnin ajan leikkeiden kunnosta
riippuen. Kuvassa 7 nähdään hippokampuksen sijainti sekä kaavakuvat yksittäi-
sestä valmiista leikkeestä ja CA3-alueen pyramidisolusta.
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Kuva 7: Hippokampuksen sijainti jyrsijän aivoissa sekä havainnepiirros hippokampus-
leikkeestä. (A) Hahmotelma hippokampuksesta kokonaisessa jyrsijän aivossa. (B) Vasem-
man aivopuoliskon hippokampus ja havainnollistus yksittäisestä poikittaisesta hippokam-
pusleikkeestä. (C) Kaavakuva CA3-alueen pyramidisolusta. (A) ja (B) piirretty Lämsän
(2000) ja (C) Gonzalesin ym. (2001) pohjalta.
3.3 Yön yli inkuboidut leikkeet
Yön yli inkuboitavat leikkeet siirrettiin heti preparoinnin jälkeen laminaarikaap-
piin. Leikkeet huuhdeltiin kahdesti esilämmitetyllä (+35 ◦C) ja hiilidioksidilla ta-
sapainotetulla inkubaatiomedialla ja siirrettiin petrimaljalle, jolla oli 1 ml inku-
baatiomediaa. Käsittelystä riippuen inkubaatiomediassa oli lisäksi 1 µmol pitoi-
suus TTX:a ja/tai 20 nM pitoisuus 1NMPP1:tä (yhdisteet: taulukko 2). Median
päälle asetettiin suodatinfiltteri (Millicell-filtteri, Millipore), jonka päälle asetet-
tiin 3-5 leikettä. Inkubaatio kesti 15-20 tuntia lämpökaapissa (+35 ◦C; 5% hiili-
dioksidipitoisuus). Inkubaation jälkeen mEPSC-mittauksia suoritettin noin kuu-
den tunnin ajan solujen kunnosta riippuen.
3.4 Sähköfysiologiset mittaukset
Mittauskammio sisälsi hiilidioksidi-happikuplituksella tasapainotettua huoneen-
lämpöistä standardiliuosta, 1 µmol TTX:a ja 100 µmol PiTX:a. Leikkeet olivat
jatkuvasti virtaavaan standardiliuokseen (n. 2-3 ml/min; +32 ◦C) upotettuna.
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3.4.1 Mittauslaitteisto
Mittauselektrodilla mitattu virta kulki vahvistimen (AXOPATCH 200B, Axon in-
struments, Yhdysvallat) kautta oskilloskooppiin (54622A, Agilent, Yhdysvallat).
Mittausdata tallennettiin tietokoneen kovalevylle WinLTP-ohjelmalla (WinLTP
beta version 0.95, WinLTP Ltd, Iso-Britannia, http://www.winltp.com/). Mittaus-
vahvistin oli maadoitettu mittauskammioon ja mittauskammio oli eristetty Fara-
dayn häkkiin.
3.4.2 Jännitelukitus ja solunsisäinen laikkulukitustekniikka
Yhteys soluun muodostettiin lasikapillaarielektrodilla, jonka vastus oli 4-6 MΩ.
Lasikapillaari oli täytetty cesium(Cs+)-pohjaisella täyttöliuoksella (katso tauluk-
ko 1). Elektrodi upotettiin solunulkoiseen nesteeseen (standardiliuos). Mitattava
alue oli kuvan 7 kohdassa B esitetty hippokampuksen CA3-alueen pyramidisolu-
kerros.
Soluun muodostettiin yhteys solunsisäisellä laikkulukitustekniikalla (kuva 8). Mi-
käli solun oma kalvojännite oli ilman jännitelukitusta vähintään -40 mV lukittiin
solukalvo -70 mV jännitteeseen. Jännitelukituksen jälkeen solun tilaa tarkkailtiin
5 minuuttia ja mittauksen tallentaminen aloitettiin WinLTP-ohjelmalla. Tapahtu-
mia tallennettiin 10-15 minuutin ajan solua kohden.
3.4.3 mEPSC-vasteiden mittaus
GABAA-reseptorit salvattiin lisäämällä solunulkoiseen nesteeseen 100 µmol PiTX:a
(yhdisteet: taulukko 2). Aktiopotentiaalien synty oli estetty 1 µmol TTX:lla spon-
taanien virtojen erottamiseksi. Solunulkoinen standardiliuos sisälsi 20 nM 1NMPP1:tä
mittauksen aikana niissä leikkeissä, joissa käytettiin 1NMPP1:tä yön yli inku-
boinnissa. NMDA-reseptorivälitteisiä virtoja ei syntynyt -70 mV:n jännitelukituk-
sen takia. Mittausten glutamaattivälitteiset virrat nähtiin sisäänpäin suuntautuvina
virtoina.
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Kuva 8: Solunsisäinen laikkulukitustekniikka ja jännitelukitus. Jännitelukituksella tarkoi-
tetaan solun kalvojännitteen pitämistä määrätyssä jännitelukemassa syöttämällä soluun
virtaa. Muutokset syötetyn virran määrässä kuvastavat solukalvolla tapahtuvia ioniläpäi-
sevyyden muutoksia eli solukalvon virtoja. (A) Mittauselektrodin ollessa solunulkoisessa
nesteessä nähdään oskilloskoopilta syötettyä 5 mV jännitepulssia eli testipulssia vastaa-
va syötetty virta elektrodin yli. (B) Kun mittauselektrodi kohtaa solukalvon, vastus kasvaa
ja virta pienenee tiiviin liitoksen muodostuessa. (C) Solukalvo on imetty rikki ja yhteys
soluun on muodostunut. Huomaa muutos testipulssissa syötetyn virran muodossa. Kuva
piirretty Lämsän (2000) pohjalta.
3.5 Mittausten ja tulosten analyysi sekä tilastolliset menetel-
mät
Mittauksesta valittiin vähintään 100 yksittäistä mEPSC-vastetta sisältävä mittaus-
jakso, joka analysoitiin MiniAnalysis –ohjelmalla (Mini Analysis Program 6.0.7,
Synaptosoft, Yhdysvallat, http://www.synaptosoft.com/). Nauhoitus suodatettiin
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1000 Hz Butterworth-alipäästösuodattimen läpi. Mittausjaksostamerkittiin ne mEPSC-
vasteet, joiden amplitudi oli vähintään kolminkertainen häiriötason amplitudiin
nähden. mEPSC-vasteet tunnistettiin virran suunnan ja niille tyypillisen kinetii-
kan perusteella. Esimerkki mEPSC-mittauksesta on kuvassa 9.
Kuva 9: Esimerkki CA3-alueelta mitatuista pyramidisolun AMPA-reseptorivälitteisistä
eksitoivista postsynaptisista pienoisvirroista. Suurennoksessa nähdään yksittäinen glu-
tamaattivälitteinen mEPSC (ylipäästösuodatus Bessel 2, alipäästösuodatus Gaussian
1000).
Kaikissa leiketyypeissä esiintyi CA3-alueelle tyypillisiä amplitudiltaan suuria mEPSC-
vasteiden kaltaisia virtapiikkejä (large amplitude mEPSCs), joiden syntymekanis-
mi ei ole samanlainen kuin varsinaisten mEPSC-vasteiden (Henze ym., 2002).
Niitä esiintyi yleensä muutama yhdessä mittauksessa ja niiden amplitudit vaihte-
livat 80-150 pA:n välillä, joten yli 80 pA suuruiset virtapiikkit rajattiin pois ana-
lyyseistä.
Solujen pinta-alaan verrannollinen solukalvon kapasitanssi määritettiin WinLTP-
ohjelmalla mittauksien aikana 5 mV testipulssin avulla. Kunkin mittauksen kes-
kiarvoistetusta mEPSC-vasteesta määritettiin MiniAnalysis-ohjelmalla nousuaika
ja laskuaika (kuva 10). Tuloksien kuvaajat on piirretty Origin-ohjelmalla (Origin
8.6, OriginLab Corporation, Yhdysvallat, http://www.originlab.com/). Kaikki ku-
vaajien yhteydessä esitetyt esimerkit mEPSC-mittauksista ovat suodattamattomia
(perustasoa suoristettu manuaalisesti Clampfit 10.2.0.13-ohjelmalla, MDS Analy-
tical Technologies, Yhdysvallat, www.moleculardevices.com).
Mittauksista laskettiin mEPSC-vasteiden amplitudien, niiden välisten aikojen, so-
lukalvon kapasitanssien ja nousu- ja laskuaikojen aritmeettiset keskiarvot ja kes-
kiarvojen keskivirheet Microsoft Excel -taulukkolaskentaohjelmalla (Microsoft
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Kuva 10: Havainnollistus mEPSC-vasteen nousu- ja laskuajasta. Nousuajan kuluessa vir-
ran arvo kasvaa 10 prosentista 90 prosenttiin lähtöarvosta. Laskuajan kuluessa virran
arvo laskee 90 prosentista 37 prosenttiin virran huippuarvosta. Kuvaan on merkitty myös
virran amplitudi.
Excel 2007, Microsoft, Yhdysvallat, http://office.microsoft.com/). Kumulatiivis-
ten kertymäkuvaajien data laskettiinMiniAnalysis-ohjelmalla ja kertymät keskiar-
voistettiin Microsoft Excel -taulukkolaskentaohjelmalla.
Ryhmistä mitattujen arvojen keskiarvojen normaalijakautuneisuus testattiin Shapiro-
Wilk-testillä. Normaalijakautuneille arvojoukoille tehtiin kahden riippumattoman
otoksen t-testi ja ei-normaalijakautuneille ei-parametrinenMann-Whitney U -testi.
Tilastolliset testit on tehty PAWS Statistics -ohjelmalla (PAWS Statistics 18, IBM,
Yhdysvallat, http://www.spss.com/). Testeissä tilastollisenmerkitsevyyden p-arvojen
raja on p < 0,05 (* = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,005).
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Taulukko 2: Käytetyt farmakologiset ja synteettiset yhdisteet.
Aine Lyhenne Valmistaja
Tetrodotoksiini TTX Sigma-Aldrich, Suomi
Pikrotoksiini PiTX Tocris Biosciences, Iso-Britannia






4.1 Yön yli inkubaatio vaikutti mEPSC-aktiivisuuteen villityy-
pin hiirillä, mutta ei TrkBF616A-kannan hiirillä
Aluksi tutkittiin vaikuttaako kontrolliolosuhteissa tapahtuva yön yli kestävä inku-
baatio villityypin hiirten tai TrkBF616A-kannan hiirten mEPSC-aktiivisuuteen mit-
taamalla glutamaattivälitteisiä mEPSC-vasteita hippokampuksen CA3-alueen py-
ramidisoluista. Työssä verrattiin akuutteja ja yön yli inkuboitujamEPSC-vasteiden
mittauksia.
Villityypin hiirillä yön yli inkuboitujen leikkeiden mEPSC-vasteiden taajuus oli
korkeampi kuin akuuttileikkeissä (p = 0,027, Mann-Whitney U -testi, kuva 11,
kohta B; villityyppi akuutti n = 11, villityyppi o/n kontrolli n = 6). mEPSC-
vasteiden amplitudien välinen ero ei ole tilastollisesti merkitsevä (p = 0,122, kah-
den riippumattoman otoksen t-testi). TrkBF616A-kannan leikkeissä akuuttien ja yön
yli inkuboitujen kontrollimittausten välillä ei ollut eroja (TrkBF616A akuutti n = 9,
TrkBF616A o/ kontrolli n = 9). Kaikista käsittelyryhmistä mitattujen arvojen kes-
kiarvot ovat taulukossa 3. Tilastolliset tarkastelut ovat liitteenä taulukossa 4.
4.2 TrkBF616A-kannan ja villityypin hiirten välillä havaittiin ero-
ja
Seuraavaksi verrattiin eroavatko TrkBF616A-kannan ja villityypin hiirten akuutit
tai yön yli inkuboidut leikkeet toisistaan. Akuuteissa leikkeissä kantojen välil-
lä ei ollut eroja mEPSC-vasteiden amplitudissa tai taajuudessa (kuva 12, kohta
B). TrkBF616A-kannan akuuteissa leikkeissä mitattujen solujen kapasitanssien kes-
kiarvo oli kuitenkin suurempi (p = 0,006, Mann-Whitney U -testi) ja mEPSC-
vasteiden laskuaika oli pidempi kuin villityypin akuuteissa leikkeissä (p = 0,012,
Mann-Whitney U -testi; TrkBF616A akuutti n = 9, villityyppi akuutti n = 11).
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Kuva 11: Yön yli inkuboinnin vaikutus villityypin ja TrkBF616A-kannan hiirten kont-
rollileikkeiden mEPSC-aktiivisuuteen. (A) Esimerkkijaksot mittauksista sekä hippokam-
puksen CA3-alueen pyramidisolujen mEPSC-vasteiden amplitudien ja tapahtumien välis-
ten aikojen keskiarvojen kuvaajat (B) Villityypin hiirten akuuttien ja yön yli inkuboitujen
leikkeiden kontrollimittauksista, (C) TrkBF616A-kannan akuuttien ja yön yli inkuboitujen
leikkeiden kontrollimittauksista.
TrkBF616A-kannan yön yli inkuboitujen kontrollileikkeidenmEPSC-vasteiden ampli-
tudi oli suurempi kuin villityypin yön yli inkuboiduissa kontrollileikkeissä (p =
0,001, kahden riippumattoman otoksen t-testi, kuva 12, kohta C; TrkBF616A o/n
kontrolli n = 9, villityyppi o/n kontrolli n= 6). TrkB-kannan yön yli inkuboi-
tujen leikkeiden pyramidisolut olivat myös villityypin vastaavia pyramidisoluja
suurempia kapasitanssiltaan (p = 0,002, kahden riippumattoman otoksen t-testi).
Lisäksi niiden nousuajat (p = 0,043, kahden riippumattoman otoksen t-testi) ja las-
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kuajat (p = 0,008, kahden riippumattoman otoksen t-testi) olivat pidemmät kuin
villityypin leikkeissä.
Kuva 12: Käytettyjen hiirikantojen väliset erot akuuttien ja yön yli inkuboitujen kontrol-
lileikkeiden mEPSC-aktiivisuudessa. (A) Esimerkkijaksot mittauksista sekä hippokam-
puksen CA3-alueen pyramidisolujen mEPSC-vasteiden amplitudien ja tapahtumien vä-
listen aikojen keskiarvojen kuvaajat (B) TrkBF616A-kannan hiirten ja villityypin hiirten
akuuttien leikkeiden kontrollimittauksista, (C) TrkBF616A-kannan hiirten ja villityypin hiir-
ten yön yli inkuboitujen leikkeiden kontrollimittauksista.
35
4.3 Yön yli kestävä TTX-inkubaatio sai aikaan homeostaatti-
sen vasteen TrkBF616A-kannan hiirillä
Työssä tutkittiin aiheuttaako TTX:lla aikaansaatu verkkoaktiivisuusdeprivaatioho-
meostaattisen vasteen TrkBF616A-kannan hiirillä. Villityypin hiirten ja TrkBF616A-
kannan hiirten mittauksissa havaittujen erojen takia TrkBF616A-kannan leikkeillä
tehtyjen lääkeainekäsittelyjen verrokkeina käytettiin saman hiirikannan leikkeitä.
TrkBF616A-kannan TTX-inkuboiduilla leikkeillä mEPSC-vasteiden välinen aika
oli lyhyempi kuin kontrolliolosuhteissa inkuboiduissa leikkeissä (p = 0,034,Mann-
Whitney U -testi). Vasteiden amplitudeissa ei ollut eroa (kuva 13, kohta B; TrkBF616A
o/n kontrolli n = 9, TrkBF616A o/n TTX n = 12).
4.4 TrkB-aktiivisuuden estäminen laski mEPSC-vasteiden ampli-
tudia
TrkB-aktiivisuuden pitkäkestoiseen salpaamiseen käytettiin 1NMPP1-inkubaatiota
TrkBF616A-kannan hiirillä. Lisäksi tutkittiin 1NMPP1-inkubaationmahdollisia vai-
kutuksia villityypin hiirten mEPSC-vasteisiin.
Villityypin hiirillä ei havaittu eroja 1NMPP1-käsiteltyjen ja kontrolliolosuhteissa
inkuboitujen leikkeiden välillä mEPSC-vasteiden amplitudeissa tai tapahtumien
välisissä ajoissa (kuva 13, kohta B). Villityypin hiirten leikeissä oli kuitenkin yön
yli inkuboitujen kontrollimittausten ja 1NMPP1-mittausten välillä tilastollisesti
merkitsevä ero mitattujen solujen kapasitanssissa (p = 0,029, kahden riippumat-
toman otoksen t-testi), mEPSC-vasteiden laskuajassa (p = 0,042, kahden riippu-
mattoman otoksen t-testi) sekä nousuajassa (p = 0,033, kahden riippumattoman
otoksen t-testi; villityyppi o/n kontrolli n = 6, villityyppi o/n 1NMPP1 n = 7).
TrkBF616A-kannan hiirten 1NMPP1-inkuboiduissa leikkeissä amplitudi oli pienem-
pi kuin saman kannan kontrollileikkeissä (p = 0,035, Mann-Whitney U -testi; kuva
13, kohta C). Tapahtumien välinen aika vaikutti olevan kontrollileikkeisiin nähden
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lyhyempi, mutta ei tilastollisesti merkitsevästi (p = 0,065, Mann-Whitney U -testi;
TrkBF616A o/n kontrolli n = 9, TrkBF616A o/n 1NMPP1 n = 10).
4.5 TrkB-aktiivisuuden estäminen vähensi verkkoaktiivisuus-
deprivaation aiheuttamaa homeostaattista säätelyä
Lopuksi tutkittiin TrkB-aktiivisuuden merkitystä homeostaattisessa säätelyssä in-
kuboimalla TrkBF616A-hiirikannan leikkeitä sekä TTX:n että 1NMPP1:n kanssa.
Yhtäaikaisen 1NMPP1- ja TTX-inkubaation vaikutusta verrattiin pelkkään 1NMPP1-
inkubaatioon sekä pelkkään TTX-inkubaatioon.
TrkBF616A-kannan hiirten leikkeiden yön yli kestävän 1NMPP1-käsittelyn ja
1NMPP1+TTX-käsittelyn välillä ei ollut tilastollisesti merkitseviä eroja mEPSC-
aktiivisuudessa tai mitattujen solujen ominaisuuksissa (kuva 14, kohta B; TrkBF616A
o/n 1NMPP1 n = 10, TrkBF616A o/n 1NMPP1+TTX n = 13).
TrkBF616A-kannan TTX-inkubaation ja yhtäaikaisen 1NMPP1+TTX-käsittelyn vä-
lillä oli tilastollisesti merkitsevä ero amplitudissa (kuva 14, kohta C; p = 0,014,
Mann-Whitney U -testi; TrkBF616A o/n TTX n = 12, TrkBF616A o/n 1NMPP1+TTX
n = 13). Tapahtumien välisissä ajoissa tai solujen ominaisuuksissa ei ollut eroja.
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Kuva 13: Pitkäkestoisen TTX- ja 1NMPP1-inkubaation vaikutus mEPSC-
aktiivisuuteen TrkBF616A-kannan hiirissä. (A) Esimerkkijaksot mittauksista sekä
hippokampuksen CA3-alueen pyramidisolujen mEPSC-vasteiden amplitudien ja ta-
pahtumien välisten aikojen keskiarvojen kuvaajat (B) TrkBF616A-kannan kontrolli- ja
TTX-inkubaatiosta sekä (C) villityypin ja (D) TrkBF616A-kannan kontrolli- ja 1NMPP1-
inkubaatiosta. * = p < 0,05, Mann-Whitney U -testi
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Kuva 14: Pitkäkestoisen 1NMPP1+TTX-inkubaation vaikutus mEPSC-aktiivisuuteen
TrkBF616A-kannan hiirissä. (A) Esimerkkijaksot mittauksista sekä hippokampuksen CA3-
alueen pyramidisolujen mEPSC-vasteiden amplitudien ja tapahtumien välisten aikojen
keskiarvojen kuvaajat TrkBF616A-kannan (B) 1NMPP1- ja 1NMPP1+TTX-inkubaatioista
ja (C) TTX- ja 1NMPP1+TTX-inkubaatioista. * = p < 0,05, Mann-Whitney U -testi
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Taulukko 3: Ryhmät ja niistä mitattujen arvojen keskiarvot ± keskiarvon keskivirhe.
Ryhmä N Amplitudi (pA) Tapahtumien Kapasitanssi (pF ) Nousuaika (ms) Laskuaika (ms)
välinen aika (ms)
TrkBF616A akuutti 9 22,4 ± 2,0 3724,0 ± 816,8 102,7 ± 11,0 2,9 ± 0,2 4,7 ± 0,3
villityyppi akuutti 11 19,7 ± 2,0 4806,8 ± 582,2 61,5 ± 8,0 2,4 ± 0,3 4,0 ± 0,4
villityyppi o/n kontrolli 6 14,9 ± 1,4 1947,2 ± 891,6 45,9 ± 5,2 2,1 ± 0,2 3,2 ± 0,3
villityyppi o/n 1NMPP1 7 15,7 ± 1,5 2129,1 ± 821,5 91,4 ±15,9 3,0 ± 0,3 4,7 ± 0,6
TrkBF616A o/n kontrolli 9 23,5 ± 1,4 3472,3 ± 797,7 88,4 ± 8,3 2,7 ± 0,2 4,6 ± 0,3
TrkBF616A o/n TTX 12 21,4 ± 1,3 1738,7 ± 553,3 95,0 ± 10,7 3,0 ± 0,3 5,7 ± 0,5
TrkBF616A o/n 1NMPP1 10 19,7 ± 2,1 2015,3 ± 424,3 95,6 ± 13,3 3,1 ± 0,4 5,6 ± 0,7




Työssä osoitetaan jatkuvan TrkB-signaloinnin olevan tärkeä tekijä glutamaattivä-
litteisen transmission ylläpidossa hippokampuksen CA3-alueella varhaiskehityk-
sen aikana TrkBF616A-hiirikannalla. TrkB-signalointi vaikuttaisi myös olevan edel-
lytys verkkoaktiivisuusdeprivaationaikaansaamalle homeostaattiselle vasteelle. Jäl-
kimmäisen tuloksen tulkintaa hankaloittaa pelkän TrkB-signaloinnin salpaamisen
vaikutus glutamaattivälitteiseen transmissioon. Työn tulosten mukaan TrkBF616A-
kannan hiiret kuitenkin poikkeavat villityypin hiiristä, joten TrkBF616A-kannan tu-
loksien perustella tehtyjä päätelmiä ei voida tämän tutkimuksen perusteella yleis-
tää koskemaan myös villityypin hiiriä. Lisäksi on mahdollista, että työssä käyte-
tyllä 1NMPP1-kinaasisalpaajalla on aiemmista tuloksista poiketen epäspesifisiä
vaikutuksia.
5.1 Hiirikantojen välillä eroja kontrollileikkeiden mEPSC-ak-
tiivisuudessa, mEPSC-vasteiden kinetiikassa ja kapasitans-
sissa
Yön yli kontrolliolosuhteissa inkuboiminen kasvatti hippokampuksen CA3-alueen
mEPSC-vasteiden taajuutta akuuttimittauksiin nähden villityypin hiirillä, mutta ei
TrkBF616A-kannalla. Rotilla tehtyjen tutkimusten mukaan syntymänjälkeisen var-
haiskehityksen aikana tehty 12-17 tuntia kestävä inkubaatio kontrolliolosuhteissa
ei vaikuta glutamaattivälitteiseen transmissioon CA3-alueella (Lauri ym., 2003;
Huupponen ym., 2007), joten tulos oli yllättävä.
Saatu tulos voi olla johtua leikkeiden valmistukseen tai yön yli inkubaatioon liitty-
vistä virhelähteistä, joskin sama virhelähde on mahdollinen myös kaikissa muis-
sa mittauksissa. Aiemman tutkimuksen mukaan aivoleikkeiden valmistuksen jäl-
keen varsinkin nuoremmissa (P21) rotissa hippokampuksen CA1-alueen tuoja-
haarakkeiden okasten ja synapsien määrä kasvaa leikkeidentekoprosessin aiheut-
taman synaptiselta aktiivisuudeltaan hiljaisen 1-2 tuntia kestävän toipumisvai-
heen aikana. Tutkimuksessa kasvu kuitenkin tasaantui toipumusvaiheen päätyt-
41
tyä, jonka jälkeen leikkeiden rakenne pysyi vakaana tutkittuun 13 tuntiin asti (Ki-
rov ym., 1999). mEPSC-vasteiden taajuuden kasvua akuuttileikkeisiin verrattuna
on aiemmin havaittu P5-ikäisten rottien hippokampuksen leikeviljelmien CA1-
alueella. Tässä tutkimuksessa kohonnut mEPSC-taajuus mitattiin noin viikon kes-
täneen leikkeiden viljelyn jälkeen ja sen arveltiin johtuneen leikkeiden teon ai-
kana tapahtuvasta viejähaarakkeiden katkaisusta ja uusien synapsien muodostu-
misesta sen seuraksena (De Simoni ym., 2003). Kehittyvän hermoverkon herkän
muovautuvuuden takia on mahdollista, että jokin tekijä leikkeidentekoprosessis-
sa tai inkubaatio-olosuhteissa on vaikuttanut mitattujen pyramidisolujen mEPSC-
vasteisiin ja pyramidisolujen rakenteisiin.
Hiirikantojen välisiä eroja tutkittiin tarkemmin vertaamalla hiirikantojen akuutteja
ja yön yli inkuboituja leikkeitä keskenään. Akuuttien leikkeiden kantojenvälises-
sä vertailussa ei ollut eroja mESPC-aktiivisuudessa. Sen sijaan yön yli inkuboi-
tujen kontrollileikkeiden hiirikantojen välisessä vertailussa villityypin leikkeiden
mEPSC-vasteiden amplitudi on pienempi kuin vastaavissa TrkBF616A-kannan leik-
keissä. Tämä voi viitata pienempään presynaptisen glutamaatin määrään per vä-
littäjäainevesikkeli, pienempään postsynaptisten AMPA-reseptorien määrään tai
niiden laadun muuttumiseen.
Solujen kapasitanssi oli TrkBF616A-kannan kontrollileikkeiden pyramidisoluissa
selvästi suurempi kuin villityypin leikkeiden pyramidisoluissa. Ero oli nähtävis-
sä sekä akuuteissa että yön yli inkuboiduissa leikkeissä. Kapasitanssi on verran-
nollinen pyramidisolujen pinta alaan, johon vaikuttaa osaltaan tuojahaarakkeiden
pinta-ala. On mahdollista, että TrkBF616A-kannan tuojahaarakkeiden kasvu ja her-
moverkon varhaiskehitys poikkeaa villityypin hiiristä.
Reseptorien kinetiikkaa kuvastavissa nousu- ja laskuajoissa oli myös eroja kan-
tojen välisissä vertailuissa. Akuuteissa leikkeissä TrkBF616A-kannan laskuaika oli
pidempi kuin villityypin leikkeissä. Yön yli inkuboiduissa leikkeissä sekä nousu-
että laskuaika olivat pidemmät kuin villityypin leikkeissä. Koska nousu- ja laskua-
jat ovat verrannollisia solun kapasitanssiin, on mahdollista että TrkBF616A-kannan
suuremmat arvot heijastavat aiemmin todettua eroa akuuttien ja yön yli inku-
boitujen leikkeiden kapasitanssiarvoissa. Erot voivat joissain tapauksissa viitata
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myös todellisiin eroihin AMPA-reseptorien kinetiikassa ja alayksikkökoostumuk-
sessa, kuten esimerkiksi geenimanipuloidulla hiirikannalla, jolta puuttuu AMPA-
reseptorin GluA4-alayksikkö (Huupponen, 2013, s. 33). Nousu- ja laskuajat ovat
myös verrannollisia yhteenlaskettun elektrodin sekä elektrodin ja solun välisen
liitoksen resistanssiin. Resistanssiarvoon vaikuttaa pipetin geometria ja aukko so-
lukalvossa, joten havaittuihin arvoihin voi vaikuttaa myös mittaustekninen virhe-
lähde.
Tässä työssä havaittuja eroja mEPSC-vasteiden kinetiikassa tai solujen kapasi-
tanssissa ei ole nähty varhaiskehityksen aikana rotilla tehdyissä yön yli inkuboin-
neissa (Lauri ym., 2003; Huupponen ym., 2007). Monissa TrkBF616A-kannalla teh-
dyissä tutkimuksissa ei kuitenkaan mainita solujen kapasitanssiarvoja tai mEPSC-
vasteiden kinetiikka-arvoja, mikä vaikeuttaa vertailua (Sallert ym., 2009; Clarke
ym., 2014). Tässä tutkimuksessa havaitun kokoluokan solukapasitansseja kuiten-
kin vaikuttaa esiintyvän varhaiskehityksen aikana suoritetuissamEPSC-mittauksissa,
sillä esimerkiksi Huupponen ym. (2013) mainitsee ettei mittauksia suoritettu P4-
P5-ikäisten rottien hippokampuksen soluilla, joiden solukalvon kapasitanssi oli
alle 50 pF.
Yhteenvetona voidaan todeta, että hiirikantojen välillä vaikuttaa olevan eroja hip-
pokampuksen hermoverkon varhaiskehityksessä ja mEPSC-aktiivisuudessa. Ero
voi mahdollisesti johtua TrkBF616A-kannan hiirien TrkB-reseptorin ATP:n kiinnit-
tymistaskussa sijaitsevasta mutaatiosta, joka puolestaan voi jollakin tapaa vaikut-
taa TrkB-välitteiseen signalointiin. Tulos on uusi, sillä TrkBF616A-kannan hiirien
ei ole aiemmin tiettävästi todettu eroavan villityypin hiiristä (Chen ym., 2005).
Tuloksia on kuitenkin syytä tarkastella uusintamittauksin, sillä on myös mahdol-
lista, että jokin leikkeiden valmistuksessa, yön yli inkuboinnin olosuhteissa tai
mittaustekniikassa on vaikuttanut saatuihin tuloksiin. Edellä esitettyjen erojen pe-
rusteellisempi selvittämien vaatisi laajempia tarkasteluja, kuin mitä tämän työn
puitteissa oli mahdollista tehdä. Saatujen tulosten takia ei kuitenkaan voida olet-
taa TrkBF616A-kannan tulosten olevan suoraan vertailukelpoisia villityypin hiirillä
tai rotilla tehtyihin kokeisiin. TrkBF616A-kantaa on muissa tässä työssä tehdyissä
tilastotesteissä verrattu vain samalla kannalla suoritettuihin mittauksiin.
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5.2 Verkkoaktiivisuusdeprivaatio sai aikaan homeostaattisen
vasteen TrkBF616A-kannan leikkeissä
TTX-käsittelyllä aikaansaatu yli yön kestävä synaptisen verkkoaktiivisuuden hil-
jentäminen aiheutti homeostaattisen kompensoivan vasteen TrkBF616A-kannan leik-
keissä, joka havaittiin lisääntyneenämEPSC-aktiivisuutena. mEPSC-vasteiden esiin-
tymistaajuuden kasvu on aiemmassa tutkimuksessa liitetty välittäjäaineen vapau-
tuskohtien määrän kasvuun, toimivien synapsien määrän kasvuun tai muutokseen
glutamaatin vapautustodennäköisyydessä (Lauri ym., 2003).
Homeostaattinen säätely on havaittu varhaiskehityksen aikana rotilla tehdyissä ko-
keissa mEPSC-vasteiden amplitudin kasvuna ja niiden välisen ajan lyhenemisenä
(Lauri ym., 2003; Huupponen ym., 2007). Tässä työssä TTX-inkubaatio ei ai-
heuttanut muutosta amplitudiin. Amplitudin kasvun on katsottu heijastavan toi-
minnallisten AMPA-reseptorien määrään kohdistuvaa homeostaattista muutosta,
joka pyrkii pitämään synapsin toiminnallisena aktiopotentiaalien puuttuessa.
Rotilla CA3-alueen mEPSC-vasteiden taajuus reagoi amplitudia nopeammin TTX-
käsittelyyn. P4-ikäisillä rotilla vaikutus mEPSC-vasteiden väliseen aikaan nähtiin
7-10 tunnin kuluttua, mutta amplitudiin vasta 15-17 tunnin kuluttua. Lisäksi her-
moverkon kehitysvaihe vaikuttaa homeostaattisen mEPSC-vasteen muodostumis-
nopeuteen: vanhemmilla rotilla suoritetuissa kokeissa homeostaattinen vaste ha-
vaittiin vasta pidemmän TTX-käsittelyn jälkeen (Huupponen ym., 2007). Onmah-
dollista, että TrkBF616A-kannan hiirillä vaikutus mEPSC-vasteiden amplitudiin nä-
kyy vasta tässä koesarjassa tutkittua 15-20 tunnin TTX-inkubaatiota pidemmän in-
kubaation jälkeen. Vertailu aikaisempiin tutkimuksiin on kuitenkin ongelmallista,
sillä TrkBF616A-kannan hiirillä tehdyt kokeet eivät välttämättä vastaa samanikäi-
sillä rotilla tehtyjä kokeita. Koska TrkBF616A-kannan hiiret eivät myöskään tämän
työn tulosten mukaan reagoi yön yli inkubointiin kontrolliolosuhteissa samalla ta-
voin kuin villityypin hiiret, olisi tuloksen tulkitaa helpottanut TTX-inkubaation
tekeminen myös villityypin hiirille.
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5.3 1NMPP1-inkubaatio muutti kapasitanssia sekä nousu- ja
laskuaikaa villityypin hiirillä
Villityypin hiirten leikkeitä inkuboitiin yön yli 1NMPP1:n kanssa käytetyn ki-
naasisalpaajan mahdollisten epäspesifisien vaikutusten havaitsemiseksi. Tällaisia
ei ole aikaisemmin raportoitu (Chen ym., 2005). mEPSC-vasteiden amplitudi tai
tapahtumien välinen aika ei muuttunut, mutta yön yli inkuboitujen solujen kapasi-
tanssi oli suurempi kuin yön yli inkuboiduilla kontrollileikkeillä. Samoin nousu-
ja laskuaika pitenivät, mikä voi olla jälleen seurausta kapasitanssin kasvusta, ku-
ten kappaleessa 5.1 on esitetty. Tuloksenmukaan on mahdollista, että 1NMPP1:llä
on epäspesifisiä vaikutuksia, joita ei aiemmin ole havaittu.
5.4 TrkB-signaloinnin estäminen pienensi mEPSC-vasteiden ampli-
tudia
Tulosten mukaan TrkB-signalointi on merkittävä tekijä synapsien AMPA-trans-
mission ylläpidossa TrkBF616A-kannan hiirillä. Pitkäkestoinen TrkB-aktiivisuuden
salpaaminen 1NMPP1-inkubaatiolla pienensi mEPSC-vasteiden amplitudia CA3-
alueen pyramidisoluissa. Amplitudin lasku voi viitata presynaptisen glutamaa-
tin määrän vähenemiseen per välittäjäainevesikkeli, postsynaptisten glutamaatti-
reseptorien määrän vähenemiseen tai niiden reseptorien laadun muuttumiseen.
Tässä tutkimuksessa käytetyn 1NMPP1-kinaasisalpaajan on todettu salpaavan täy-
dellisesti BDNF:llä indusoitu fosforylaatio TrkBF616A-kannan hiirten P5-ikäisissä
hippokampusleikkeissä (Sallert ym., 2009). Tulos on saatu samassa tutkimus-
laboratoriossa ja samalla hiiripopulaatiolla, joilla tämä työ on suoritettu. TrkB-
reseptorien kautta vaikuttavan BDNF:n hippokampusleikkeille lisäämisen vaiku-
tus on Sallertin ym. (2009) tutkimuksessa liitetty presynaptisen vapautustodennä-
köisyyden kasvuun. Tämän P4-P5-ikäisisten hiirten hippokampusleikkeidenCA3-
CA1-synapseseissa tehdyn tutkimuksen mukaan solunulkoinen lisätty BDNF nos-
ti mEPSC-vasteiden taajuutta, mutta ei vaikuttanut amplitudiin. Todennäköisenä
syynä pidettiin kainaattireseptorien kehityksenaikaiseen säätelyyn liittyvää vapau-
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tustodennäköisyyden kasvua, mutta tutkimuksessa ei voitu sulkea pois synapsien
määrän kasvun mahdollisuutta. Tutkimuksessa BDNF:n vaikutusta tutkittiin kui-
tenkin eri aikaikkunassa kuin tässä työssä. Vaikutus havaittiin minuuteissa, jol-
loin TrkB-signalointi voi vaikuttaa esimerkiksi kinaasikaskadin kautta tehosta-
malla välittäjäainevesikkelivapautusta (Tyler ym., 2002), kun taas tässä työssä
vaikutusta tutkittiin vasta 15-20 tunnin päästä, jolloin BDNF:n vaikutus voi näkyä
myös muuttuneiden synaptisten rakenteiden muutoksen kautta (Tyler ja Pozzo-
Miller, 2001, 2003). Joka tapauksessa BDNF:n tiedetään pystyvän säätelemään
myös AMPA-reseptoreiden määrää ja tiettyjä alayksikköjä sisältävien AMPA-
reseptorien yleisyyttä viljellyillä hippokampuksen hermosoluilla ja hippokampuk-
sen leikeviljelmillä (Carvalho ym., 2008).
BDNF:n vapautuksen tiedetään olevan hermoverkon aktiivisuuden taajuudesta riip-
puvaista ja voimistuvan korkeataajuuksisen aktiivisuuden aikana (Balkowiec ja
Katz, 2002). Lessmann ja Brigadski (2009) ehdottavat katsausartikkelissaan, että
varhaiskehitykseen kuuluvat sisäsyntyiset korkeataajuuksiset lauontajaksot voisi-
vat aiheuttaa BDNF:n eritystä. Huupponen ym. (2013) ovat hiljattain todenneet
kehittyvälle hermoverkolle ominaisen spontaanin ryöppyaktiivisuuden estämisen
kehittyvän hippokampuksen CA1-alueella saavan myös aikaan mEPSC-vasteiden
amplitudin pienenemisen ja hiljaisten, toiminnallisten AMPA-reseptorinsa me-
nettäneiden synapsien määrän kasvun P4-P5-ikäisissä rotissa. Havaittua muuto-
ta mEPSC-vasteiden amplitudissa ei nähty CA3-alueella. Syyksi tutkimuksessa
epäiltiin voimakkaampaa homeostaattista säätelyä CA3-alueella, joka kompensoi
solupopulaation tasolla glutamaattivälitteisen transmission heikkenemisen.
Koska hermokasvutekijät ovat yhteydessä kehittyvien synapsien vahvistumiseen
(Poo, 2001), on mahdollista, että Huupposen ym. (2013) havaitsema korkeataa-
juuksisen lauonnan glutamaattivälitteistä transmissiota ylläpitämä vaikutus on BDNF:n
erityksen aikaansaamaa ja yhteydessä tässä nähtyyn TrkB-reseptorien ylläpitä-
vään vaikutukseen. Hansen ym. (2009) mukaan AMPA-välitteinen transmissio
hiljennetään niiden synapsien osalta, jotka eivät osallistu kehittyvän hermoverkon
jaksottaiseen korkeataajuuksiseen lauontaan. Huupposen ym. (2013) hiljentämi-
nen voi liittyä AMPA-reseptorin tiettyyn kehitysvaiheseen liittyvään alayksikkö-
koostumukseen, joka tekee synapseista alttiita hiljentämiselle korkeataajuuksinen
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stimulaatio puuttuessa. Tämän tutkimuksen perusteella olisi mielenkiintoista tut-
kia voiko tämä mekanismi olla osaltaan hermokasvutekijöistä, kuten BDNF:sta
riippuvaista. TrkB-signaloinnin heikkeneminen voisi siis osaltaan vaikuttaa kehi-
tyksen aikana tapahtuvaan ylimääräisten, samanaikaiseen lauontaan osallistumat-
tomien synapsien hiljentämiseen.
5.5 TTX:n aiheuttamaa homeostaattista vastetta ei havaittu TrkB-
signaloinnin estämisen yhteydessä
TTX-käsittelyllä aikaansaatu verkkoaktiivisuusdeprivaatio ei aiheuttanut homeos-
taattista vastetta, kun TrkB-aktiivisuus oli estetty 1NMPP1-lääkeaineella TrkBF616A-
hiirikannassa. Yhtäaikaisen 1NMPP1- ja TTX-inkubaation vaikutusta verrattiin
kontrollimittausten sijaan 1NMPP1-käsittelyyn, koska jo pelkkä 1NMPP1-käsittely
aiheutti muutoksen mEPSC-vasteisiin. Vertailu ei osoittanut eroja käsittelyjen vä-
lillä. Tämä johtuu todennäköisesti siitä, että pelkässä 1NMPP1-inkubaatiossa voi-
tiin havaita TTX-inkubaation kaltainenmEPSC-vasteiden taajuutta kasvattava vai-
kutus. Vaikutus ei ole tilastollisesti merkitsevä, mutta hyvin lähellä sitä (p = 0,065).
Yhtäaikainen 1NMPP1+TTX käsittely pienensi amplitudia TTX-käsittelyyn ver-
rattuna. Tämä ero amplitudissa TTX- ja 1NMPP1+TTX-käsittelyjen välillä heijas-
taa kappaleessa 5.4 kuvattua 1NMPP1-inkubaation aiheuttamaa AMPA-vasteiden
heikkenemistä. TTX- ja 1NMPP1+TTX-inkubaatioiden välillä ei myöskään ollut
eroa mEPSC-vasteiden taajuudessa.
Yllä olevien vertailujen perusteella näyttää siltä, että TrkB-signaloinnin estäminen
saa aikaan mEPSC-vasteiden amplitudin laskun, mutta myös kasvattaa niiden taa-
juutta. Yhtäaikaisessa inkubaatiossa tämä efekti poissulkee TTX:n vaikutuksen.
Tällaisen poissulkemisen (occlusion) tulkitaan usein tarkoittavan sitä, että käsitte-
lyjen aiheuttamat vaikutukset ovat mekanismeiltaan päällekkäisiä.
TrkB-signaloinnin estäminen voi vaikuttaamEPSC-vasteiden taajuuteen joko suo-
raan tai välillisesti homeostaattisen säätelyn kautta. On esimerkiksi mahdollis-
ta, että TrkB-signaloinnin estämisen aiheuttama AMPA-vasteiden heikkeneminen
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johtaa nopeaan homeostaattiseen kompensaatioon presynaptisella puolella, jolloin
glutamaatin vapautustodennäköisyys kasvaa. Tätä mekanismia tukee aiempi ha-
vainto, jonka mukaan homeostaattinen muutos vastasyntyneen rotan glutamaatti-
välitteisissä synapseissa näkyy hyvin nopeasti mEPSC-vasteiden taajuusmuutok-
sena (Huupponen ym., 2007).
BDNF on aiemmin liitetty mEPSC-vasteiden amplitudiin homeostaattiseen sääte-
lyyn myös päinvastaisella tavalla. BNDF:n on kuvattu säätelevän homeostaattises-
ti kahteen suuntaan inhiboivia ja eksitoivia synaptisia yhteyksiä viljellyissä hippo-
kampuksen hermosoluissa. Lisätyn BDNF:n on todettu pienentävän verkkoaktii-
visuuden hiljentämisen kasvattamaa mEPSC-vasteiden amplitudia glutamaattivä-
litteissä synapseissa. TrkB-signaloinnin estäminen TrkB IgG-fuusioproteiineilla
48 tunniksi puolestaan kasvatti mEPSCien amplitudia (Rutherford ym., 1998).
Tästä poiketen tämän tutkimuksen mukaan TrkB-signaloinnin estäminen pienensi
amplitudia. Tulosten eroavaisuutta voi selittää se, että BDNF:n vaikutukset riip-
puvat tutkitun hermoverkon synaptisista yhteyksistä ja hermosolujen kehitysas-
teesta (Poo, 2001; Tyler ym., 2002; Carvalho ym., 2008). Tässä tutkimusasetel-
massa tutkittiin myös vain 15-20 tuntia kestävää TrkB-reseptorien salpaamista.
Tulokset olisivat saattaneet olla erilaiset pidemmässä tai lyhyemmässä 1NMPP1-
inkubaatiossa, sillä TrkB-signaloinnin vaikutus kohdistuu pidemmässä aikaikku-
nassa myös geeniekspressioon ja proteiinisynteesiin (Carvalho ym., 2008). Lisäk-
si elävästä eläimestä peräisin olevilla hermoverkoilla tehtyjen kokeiden suora ver-
tailu viljellyillä hippokampussoluilla tehtyihin kokeisiin voi olla ongelmallista.
Dissosioitujen hermosoluviljelmien koostumus riippuu koeteknisistä ratkaisuista,
kuten siitä missä eläimen kehitysvaiheessa kudosta on otettu ja millaiset elinolo-
suhteet viljelmässä on. Tällaisen sattumanvaraisesti rakentuneen hermoverkon ak-
tiivisuus on erilaista kuin varhaiskehityksen aikana valmistetussa aivoleikkeessä




TrkBF616A-kannalla voi tämän tutkimuksen mukaan olla kehitykseen liittyviä eri-
tyispiirteitä, joiden takia esimerkiksi TTX-käsittelyn tulos voi poiketa villityypin
hiiristä (katso kappale 5.1). Kantojen välillä voi mahdollisesti olla eroa esimer-
kiksi varhaiskehityksen aikaisessa spontaanissa verkkoaktiivisuudessa, jolloin sy-
napsienmuodostuksen erilainen säätely voisi johtaa eroon mEPSC-vasteiden taa-
juudessa (katso johdannon kappale 1.1.3 ja Huupponen ym., 2013). TrkBF616A-
kannan hiirien sähköfysiologisin menetelmin mitattavat varhaiskehitykseen liitty-
vät erityispiirteet on syytä tutkia tarkemmin ennen kannan käyttämistä jatkotutki-
muksiin, jotta kannalla saadut tulokset olisivat paremmin yleistettävissä. Samoin
villityypin hiirellä havaittu yön yli inkubaation vaikutus leikkeisiin tulisi tarkistaa
uusintamittauksin.
Tärkeä jatkotutkimuskohde on TTX:n aiheuttaman homeostaattisen vasteeen tut-
kiminen villityypin hiiren varhaiskehityksen eri vaiheissa ja vasteena eripituisiin
TTX-inkubaatioihin rotilla ja hiirillä tehtyjen tutkimusten mahdollisten eroavai-
suuksien selvittämiseksi. Tällaisella tutkimuksella saataisiin rotilla tehtyjä tutki-
muksia parempi vertailukohde TrkBF616A-kannan TTX-inkubaatiolle ja mahdolli-
sille muille geenimanipuloiduille hiirimalleille.
Työssä käytetyllä 1NMPP1-kinaasisalpaajalla on tulosten perusteella mahdolli-
sesti epäspesifisiä vaikutuksia, jotka näkyivät kapasitanssin ja nousu- sekä laskua-
jan eroina villityypin hiirten yön yli inkuboidun kontrollikäsittelyn ja 1NMPP1-
käsittelyn välillä. 1NMPP1:n epäspesifiä vaikutuksia tulisi tutkia laajemmin, jot-
ta tässä koesarjassa TrkBF616A-kannan hiirissä havaitut vaikutukset mEPSC-aktii-
visuuteen voitaisiin osoittaa TrkB-reseptorien salpaamisesta johtuviksi. Lisäksi
jatkotutkimuksessa tulisi osoittaa, että TrkB-signaloinnin salpaamisen aikaansaa-
mat muutokset liittyvät nimenomaan BDNF:n eivätkä NT-4:n tai NT-3:n TrkB-
signalointivälitteiseen vaikutukseen.
Mikroskopiset ja immunohistokemialliset tutkimukset antaisivat tässä työssä saa-
tuja tuloksia tarkempia vastauksia yön yli inkuboinnin, TTX-inkuboinnin ja 1NMPP1-
inkuboinnin vaikutuksista synaptisiin rakenteisiin ja esimerkiksi AMPA-reseptorien
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alayksikkökoostumukseen (vertaa esimerkiksi Lauri ym., 2003; Tyler ja Pozzo-
Miller, 2003; Huupponen ym., 2013). Tämän tutkimuksen perusteella ei voitu
määrittää mEPSC-vasteisiin heijastuneiden muutosten sijaintia synapsissa tai sig-
nalointireittejä, jotka johtivat havaittuihin muutoksiin.
Työn tulos tukee mahdollisuutta, että BDNF:n aktiivisuudesta riippuvainen eri-
tys ja sen vaikutus kehittyvässä hermoverkossa voivat olla yhteydessä kehitty-
vän hermoverkon jaksoittaiseen korkeataajuiseen verkkoaktiivisuuteen ja sen glu-
tamaattivälitteistä transmissiota ylläpitävään vaikutukseen. Olisi mielenkiintoista
selvittää onko BDNF:lla ja TrkB-signaloinnilla yhteyttä toiminnallisten AMPA-
reseptorien aktiivisuudesta riippuvaiseen säätelyyn kehittyvässä hippokampukses-
sa. Huupposen ym. (2013) perusteella vaikutusta kannattaisi tutkia myös CA1-
alueella, sillä P4-P5-ikäisistä rotista valmistettujen hipposkampusleikkeidenCA3-




Tässä tutkielmassa nähtiin hermoverkkoaktiivisuuden estämiseen liittyvän homeos-
taattisen säätelyn ilmenevän geenimanipuloidulla TrkBF616A-kannalla mEPSC-vas-
teiden taajuuden kasvuna. TrkBF616A-kannan hiirten TrkB-reseptorit voidaan sal-
vata 1NMPP1-lääkeaineella. Salpaamisen seurauksena hermoverkon rakenteessa
ja toiminnassa voidaan havaita TrkB-signaloinnin ja sen kautta vaikuttavien neu-
rotrofiinien toiminnan estämiseen liittyviä muutoksia. Työssä TrkB-signaloinnin
salpaaminen johti mEPSC-vasteiden amplitudin pienemiseen TrkBF616A-kannan
hiirillä. Tulosten mukaan on myös mahdollista, että TrkB-signaloinnin estäminen
nostaa mEPSC-vasteiden taajuutta, mahdollisesti homeostaattisella mekanismil-
la. TrkB-signaloinnin estäminen näyttäisi poissulkevan TTX-inkubaation aiheut-
taman homeostaattisen vasteen yhtäaikaisessa TTX- ja 1NMPP1-inkubaatiossa.
TrkB-reseptorien salpaaminen estää synapsien kehitykselle ja kypsymiselle olen-
naiseksi todetun BDNF:n toiminnan. Aikaisemman tutkimuksen mukaan kehit-
tyvän hermoverkon spontaani jaksottainen korkeataajuuksinen ryöppyaktiivisuus
ylläpitää AMPA-reseptorivälitteistä transmissiota. On mahdollista, että kehitty-
välle hermoverkolle ominainen jaksottainen korkeataajuuksinen pyramidisolujen
aktiopotentiaalilauonta säätelee BDNF:n eritystä ja ylläpitää tätä kautta gluta-
maattivälitteisiä synapseja ja niiden normaalia toimintaa.
Työn tulosten mukaan jatkuva TrkB-signalointi voi olla merkittävä tekijä synap-
sien glutamaattivälitteisen transmission ylläpidossa. Lisätutkimusta tarvitaan kui-
tenkin TrkBF616A-kannan ja villityypin kannan mahdollisten kehityksellisten ja
mEPSC-aktiivisuuteen liittyvien erojen selvittämiseen, jotta voidaan varmistua
etteivät tehdyt havainnot liity ainoastaan TrkBF616A-hiirikantaan. Geenimanipu-
loiduilla hiirillä suoritettujen aivoleikkeillä tehtyjen kokeiden yhteydessä tulisi
suoritaa laajempia vertailututkimuksia myös villityypin hiirillä, sillä tulokset ro-
tilla tehtyihin kokeisiin eivät ole välttämättä vertailukelpoisia. Lisäksi 1NMPP1-
kinaasisalpaajan vaikutuksia villityypin hiiriin tulisi tutkia laajemmin mahdollis-
ten epäspesifien vaikutuksien varalta.
Jatkotutkimuksissa olisi mielenkiintoista selvittää onko BDNF:n eritys sisäsyntyi-
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sestä korkeataajuuksisesta verkkoaktiivisuudesta riippuvaista ja onko BDNF suo-
raan yhteydessä sen synaptista transmissiota ylläpitävään vaikutukseen.
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Taulukko 4: Vertailtujen ryhmien tilastollisten testien p-arvot.
Ryhmä Ryhmä Amplitudi Tapahtumien Kapasitanssi Laskuaika Nousuaika
välinen aika
villityyppi akuutti villityyppi o/n kontrolli 0,122 0,027* 0,216 0,216 0,961
TrkBF616A akuutti TrkBF616A o/n kontrolli 0,635 0,730 0,340 0,863 0,176
TrkBF616A akuutti villityyppi akuutti 0,353 0,201 0,006** 0,012* 0,095
TrkBF616A o/n kontrolli villityyppi o/n kontrolli 0,001*** 0,088 0,002*** 0,008** 0,043*
TrkBF616A o/n kontrolli TrkBF616A o/n TTX 0,281 0,034* 0,862 0,078 0,297
villityyppi o/n kontrolli villityyppi o/n 1NMPP1 0,725 0,731 0,029* 0,042* 0,033*
TrkBF616A o/n kontrolli TrkBF616A o/n 1NMPP1 0,035* 0,065 0,661 0,497 0,139
TrkBF616A o/n 1NMPP1 TrkBF616A o/n 1NMPP1+TTX 0,166 0,522 0,681 0,343 0,721
TrkBF616A o/n TTX TrkBF616A o/n 1NMPP1+TTX 0,014* 0,650 0,769 0,530 0,721
Tilastollisen merkitsevyyden raja-arvona on p < 0,05 (* = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,005).
Kahden riippumattoman otoksen t-testit ja Mann-Whitney U -testit. Mann-Whitney U -testit kursiivilla (Exact Sig.)
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